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1.  Εισαγωγή 

 

Με τον ολοένα αυξανόµενο ρυθµό εύρεσης καινούργιων γονιδίων χάρη στο Πρόγραµµα 

Χαρτογράφησης του Ανθρώπινου Γονιδιώµατος (Human Genome Project) και τη συσχέτιση 

τους µε ανθρώπινα νοσήµατα, η ανίχνευση µεταλλάξεων αποτελεί πλέον ένα από τους 

βασικούς στόχους της Μοριακής Γενετικής.  Όταν στοχεύουµε στην ανίχνευση άγνωστων 

µεταλλάξεων για ένα συγκεκριµένο γονίδιο χρησιµοποιούνται ειδικές µεθοδολογίες 

σάρωσης σε τµήµα DNA µήκους 200–1000 βάσεων ταυτόχρονα σε ένα µεγάλο αριθµό 

δειγµάτων για να επιταχυνθεί η ανάλυση αλλά και για να αποφευχθεί το κόστος που 

συνεπάγεται η εφαρµογή της µεθόδου αναφοράς του DNA Sequencing σε ολόκληρο το 

γονίδιο.  Στη περίπτωση αυτή οι κυριότερες τεχνικές ανάλυσης µεταλλάξεων που 

χρησιµοποιούνται είναι το Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP), Heteroduplex 

analysis (ΗΑ), Conformation Sensitive Gel Electrophoresis (CSGE), Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis (DGGE) και άλλα παράγωγα τους που βασίζονται στη διαφορά 

ηλεκτροφορητικής ικανότητας µεταξύ φυσιολογικών και µεταλλαγµένων ακολουθιών είτε 

µονόκλωνου DNA (SSCP) είτε ετεροδιµερών µετά από PCR.  Μια νέα πολλά υποσχόµενη 

µέθοδος είναι η αποδιατακτική υγρή χρωµατογραφία υψηλής αποδόσεως (D-HPLC). Μια 

άλλη κατηγορία που χρησιµοποιείται ολοένα και πιο πολύ τελευταία απαιτεί τη διάσπαση 

των DNA ή RNA ετεροδιµερών που σχηµατίζονται µετά την PCR µε  ενζυµικό ή χηµικό 

τρόπο: Enzyme Mismatch Cleavage (EMC), Rnase Α Cleavage Method (NIRCA η 

παραλλαγή), Chemical Cleavage Method (CCM) κλπ.  ∆ιαφορετική προσέγγιση ακολουθεί η 

δοκιµασία πρόωρου τερµατισµού της πρωτεϊνοσύνθεσης, µέθοδος που απαιτεί και χρήση 

τεχνικών πρωτεϊνών.  Η κάθε µία από τις παραπάνω µεθόδους ανιχνεύει µε διαφορετική 

ακρίβεια και ευαισθησία τα διάφορα είδη των µεταλλάξεων και ανάµεσά τους σηµειακές 

µεταλλάξεις ή πολυµορφισµούς στο DNA µε αµφίβολη παθογνωµική αξία [1].  

 

Η δοκιµασία πρόωρου τερµατισµού της πρωτεϊνοσύνθεσης (Protein Truncation Test, εν 

συντοµία PTT) πρωτοεµφανίστηκε στη βιβλιογραφία το 1993 κυρίως για ανίχνευση 

µεταλλάξεων στο γονίδιο της δυστροφίνης [2].  Η µέθοδος PTT ανιχνεύει γρήγορα και µε 
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αξιοπιστία µη νοηµατικές µεταλλάξεις καθώς και µεταλλάξεις που αλλάζουν το πλαίσιο 

ανάγνωσης, διαταράσσουν την συνέχεια της µετάφρασης  και κατά συνέπεια καταλήγουν σε 

κωδικόνιο τερµατισµού µε τελικό αποτέλεσµα την παραγωγή συντµηµένης (truncated) 

πρωτεΐνης.  Αυτές οι µεταλλάξεις είναι κλινικά σηµαντικές καθώς παράγεται µη λειτουργική 

πρωτεΐνη.   

 

2.  Αρχή µεθόδου PTT 

 

Στην ουσία η µέθοδος PTT αποτελεί µια in vitro, de novo πρωτεϊνική σύνθεση από ένα 

ενισχυµένο τµήµα του υπό ανάλυση γονιδίου.  Αποτελείται από τα κάτωθι τέσσερα κύρια 

στάδια: α) αποµόνωση DNA ή RNA β) PCR ή RT-PCR και ηλεκτροφόρηση DNA σε 

αγαρόζη γ) in vitro µεταγραφή και µετάφραση και δ) ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και 

ανίχνευση σήµατος (σχήµα 1.3). 

 

 
 

Σχήµα 1.3. ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση των σταδίων της µεθόδου PTT. 

 

Α) Αποµόνωση DNA ή RNA 

 



15o ΣΕΜΙΝΑΡΙΟ EEKX-KB (2000): ΒΑΣΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ∆ΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗΣ 

Η µέθοδος PTT µπορεί να εφαρµοσθεί σε σχετικά µεγάλο τµήµα γενετικού υλικού (µέχρι 2 

kb) εν αντιθέσει µε τις πιο κλασσικές µεθόδους που εφαρµόζονται σε µικρότερα τµήµατα 

DNA όπως το SSCP που ιδανικά χρησιµοποιεί τµήµατα 200-300 βάσεων και το DGGE που 

ιδανικά χρησιµοποιεί τµήµατα 400-500 βάσεων.  Εάν το προς εξέταση γονίδιο περιέχει 

µεγάλα εξόνια (π.χ. γονίδια APC, BRCA1/2 κλπ) τότε µπορεί να χρησιµοποιηθεί γενωµικό 

DNA και η µέθοδος PTT εφαρµόζεται σε αλληλεπικαλυπτόµενα τµήµατα αυτών των εξονίων 

διαφορετικά εάν το προς εξέταση γονίδιο έχει πολλά µικρά εξόνια (π.χ. γονίδια DMD, ATM, 

hMSH2 κλπ) τότε αποµονώνεται ολικό RNA ή mRNA και χρησιµοποιείται η αντίστροφη 

µεταγραφάση για να παραχθεί cDNA αντίγραφο.  Η καλύτερη πηγή για το ζητούµενο RNA 

είναι τα συγκεκριµένα κύτταρα του ιστού που το παράγει σε µεγάλες ποσότητες ωστόσο για 

πρακτικούς λόγους χρησιµοποιούνται αποµονωµένα λεµφοκύτταρα από πρόσφατη 

αιµοληψία. 

 

 Β) PCR (ή RT-PCR) και ηλεκτροφόρηση DNA σε αγαρόζη 

 

Ανάλογα εάν αποµονώθηκε DNA ή RNA, ακολουθεί PCR ή RT-PCR.  Στη δεύτερη 

περίπτωση µπορεί να χρειασθεί διπλή (nested)  PCR στο cDNA καθώς η έκφραση του προς 

εξέταση γονιδίου µπορεί να είναι χαµηλή στα λεµφοκύτταρα. 

 

Ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δοθεί στη σχεδίαση των εκκινητών του τελικού ενισχυµένου 

προϊόντος.  Ειδικά ο 5’-εκκινητής οφείλει να περιέχει τις ακόλουθες πέντε ειδικές περιοχές:  

 

i) στο 5’-άκρο υποκινητή για Τ7 (ή SP6 ή T3) RNA πολυµεράση για το ξεκίνηµα 

µεταγραφής (18 βάσεις) 

ii) 5-7 τυχαίες βάσεις (spacer)  

iii) αλληλουχία Kozak που διευκολύνει το ξεκίνηµα της µετάφρασης σε ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς  

iv) κωδικόνιο αρχής ATG και στη συνέχεια  

v) στο 3’ άκρο-προσέχοντας να είναι ίδιο το πλαίσιο ανάγνωσης- ειδική ακολουθία 17-

20 βάσεων για το γονίδιο προς εξέταση (σχήµα 1.4). 

 

 
Σχήµα 1.4. Αλληλουχία 5’-εκκινητού ειδικού για PTT σε συνδυασµό µε Τ7 Πολυµεράση. 
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Προαιρετικά µπορεί να τοποθετηθεί και ακολουθία περιοριστικής ενδονουκλεάσης πριν τον 

υποκινητή του φάγου σε περίπτωση που το ενισχυµένο προϊόν χρειάζεται να κλωνοποιηθεί.  

Τελευταία επίσης χρησιµοποιείται µεταξύ των περιοχών iv) και v) του πρόσθιου εκκινητή 

αλληλουχία που µεταφράζεται σε επίτοπο π.χ. του myc ή της αιµαγλουτινίνης (ΗΑ) 

διευκολύνοντας έτσι την µη ραδιενεργή ανίχνευση του τελικού προϊόντος µε µονοκλωνικό 

αντίσωµα έναντι των πρωτεϊνών αυτών (σχήµα 1.5) [3].  Επίσης η ειδικότητα του προϊόντος 

αυξάνεται µε την προσθήκη και στον 3’ εκκινητή αντίστοιχων επιτόπων όπως π.χ. του C5 ή 

του V5 [4]. 

 

ggatcctaatacgactcactataggaacagaccacc ATG GAA CAA AAA TTA ATA TCG GAA GAG GAT TTG AAT–γονίδιο  

                                                                 M     E     Q    K     L     I      S      E      E    D     L   N  

                                                                                       myc – tag 

 

 

Σχήµα 1.5.  Aλληλουχία 5’-εκκινητού ειδικού για PTT σε συνδυασµό µε επίτοπο από την 

myc πρωτεΐνη. 

 

Εάν η περιοχή που εξετάζεται είναι πολύ µεγάλη για να επιτευχθούν καλύτερα 

αποτελέσµατα, χωρίζεται σε τµήµατα µεγέθους το πολύ µέχρι 2 kb µε αλληλοεπικάλυψη 200-

300 βάσεων µεταξύ τους.   

 

Μετά την ενίσχυση µε PCR ακολουθεί ηλεκτροφόρηση σε αγαρόζη και έλεγχος των 

προϊόντων ως προς την καθαρότητα και το σωστό µέγεθος.  Ύπαρξη και άλλου κυρίου 

προϊόντος καταδεικνύει γενετικό ανασυνδυασµό (deletions, duplications) στο ένα από τα δύο 

αλλήλια και εάν το αρχικό υλικό ήταν το RNA τότε υπάρχει και η περίπτωση της παράλειψης 

ενός εξονίου λόγω προβλήµατος στο µάτισµα του RNA (RNA splicing).  Γι’ αυτό είναι 

προτιµότερο οι εκκινητές πέραν του να τοποθετούνται σε διαφορετικά εξόνια, να µην 

ευρίσκονται επίσης στο τέλος του ενός και την αρχή του εποµένου εξονίου (exon junction). 

 

Γ) In vitro µεταγραφή και µετάφραση 

 

Για το επόµενο στάδιο της µεθόδου PTT απαιτούνται 50-500 ng προϊόντος PCR, για το οποίο 

συνήθως δεν απαιτείται καθαρισµός.  Η µεταγραφή σε RNA πραγµατοποιείται µε τη χρήση 

της -αντίστοιχης του υποκινητή που χρησιµοποιήθηκε στον 5’ εκκινητή-  RNA πολυµεράσης 

(προαιρετικά σε αυτό το σηµείο µπορεί να ελεγχθεί το παραγόµενο RNA σε ηλεκτροφόρηση 
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αγαρόζης).  Στην συνέχεια ακολουθεί in vitro µετάφραση σε πρωτεΐνη µε τη χρήση 

συστήµατος δικτυοκυττάρου κονίκλου (rabbit reticulocyte) ή εκχυλίσµατος φύτρου του σίτου 

(wheat germ lysate).  Υπάρχουν πλέον εµπορικώς διαθέσιµα συστήµατα που συνδυάζουν στο 

ίδιο σωληνάριο τις δύο αντιδράσεις και το µόνο που απαιτούν είναι την προσθήκη του 

προϊόντος PCR και ενός επισηµασµένου αµινοξέος (ανάλογα µε το είδος της ανίχνευσης που 

ακολουθεί).  Η αντίδραση είναι πολύ σύντοµη: 1-1,5 ώρα στους 30-37°C.  Τα συστήµατα 

αυτά περιέχουν µίγµατα µε όλα τα απαραίτητα νουκλεοτίδια, αµινοξέα, ένζυµα, ριβοσώµατα 

και ρυθµιστικά διαλύµατα για τις αντιδράσεις της µεταγραφής και µετάφρασης και 

φυλάσσονται αυστηρά στους –70°C. 

 

∆) Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ανίχνευση πρωτεϊνών 

 

Για τον διαχωρισµό των πρωτεϊνικών προϊόντων της µετάφρασης πρέπει να υπάρχουν οι 

κατάλληλες συνθήκες στην SDS ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου ώστε να 

ανιχνεύονται ταυτόχρονα και το πλήρες µεγάλο µέγεθος του κανονικού αλληλίου αλλά και τα 

πιθανά µικρά συντµηµένα προϊόντα που προκύπτουν από τις µεταλλάξεις που προκαλούν 

πρόωρο τερµατισµό.  Συνήθως σε πήκτωµα συγκέντρωσης 12-15% σε πολυακρυλαµίδιο 

µπορούν να διαχωριστούν εύκολα πρωτεϊνικά προϊόντα της µεθόδου PTT µεγέθους µέχρι 60-

75 kDa σε περίπου 1-1.5 ώρα. 

 

Η ανίχνευση των πρωτεϊνικών προϊόντων της PTT στο ηλεκτροφόρηµα SDS-PAGE µπορεί 

να γίνει µε δύο τρόπους: 

 

i) Ραδιοϊσοτοπικά.  Είναι η συνηθέστερα χρησιµοποιούµενη µέθοδος ιδιαίτερα όταν το 

εργαστήριο διαθέτει εµπειρία χρηστών και άδεια χρήσης ραδιοϊσοτόπων.  Σ’ αυτή την 

περίπτωση ενσωµατώνεται κατά την διάρκεια της αντίδρασης της µετάφρασης ραδιενεργό 

αµινοξύ στην πρωτεΐνη που συντίθεται: είτε [35S]-µεθειονίνη είτε [35S]-κυστείνη είτε [3Η]-

λευκίνη (οποιοδήποτε αρκεί να είναι συχνό στο τµήµα που συντίθεται).  Μετά την SDS-

PAGE ηλεκτροφόρηση ακολουθεί µονιµοποίηση των ζωνών στο πήκτωµα (fixation), 

ενίσχυση ~10 φορές του ραδιενεργού σήµατος µε φθορισµογραφία φθοριζουσών ουσιών που 

εκπέµπουν φωτόνια κατά την επαφή µε ραδιενεργά ισότοπα [5] και τέλος ακολουθεί 

αυτοραδιογραφία.  Έκθεση του φιλµ για 15-18 ώρες συνήθως δίνει ένα ικανοποιητικό σήµα 

κατά την εµφάνιση.  Στο σχήµα 1.6 δίνεται ένα σχετικό παράδειγµα τελικού σταδίου 

ανίχνευσης µε τη µέθοδο PTT από τη δική µας εµπειρία στο γονίδιο BRCA1 [6].  Εύκολα 

µπορεί να εντοπίσει κανείς το µεταλλαγµένο δείγµα καθώς σε αυτά υπάρχουν δύο κυρίως 

σήµατα: αυτό του κανονικού αλληλόµορφου που εντοπίζεται στο πάνω µέρος του 
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πηκτώµατος και αυτό του µεταλλαγµένου αλληλόµορφου που τρέχει γρηγορότερα σε 

χαµηλότερη θέση. 

 

 
 

Σχήµα 1.6. Παράδειγµα ανίχνευσης µεταλλάξεων µε PTT (αυτοραδιογραφία) –θέσεις 1, 3-

5 φυσιολογικά δείγµατα, θέση 2, µεταλλαγµένο δείγµα. 

 

ii) Μη ραδιοϊσοτοπικά.  Σε αυτή τη περίπτωση χρησιµοποιείται βιοτινυλιωµένη λυσίνη 

στη θέση του επισηµασµένου αµινοξέος. Μετά την SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση ακολουθεί 

αποτύπωση σε µεµβράνη (Western blot) και ανίχνευση µε σύµπλεγµα στρεπταβιδίνης  µε 

ένζυµο (π.χ. HRP, ALP κλπ) είτε µε χρωµατικό τρόπο (ενζυµικό υπόστρωµα: BCIP/NBT) 

είτε µε χηµειοφωταύγεια (ενζυµικό υπόστρωµα: λουµινόλη).  Στη µέθοδο αυτή το στάδιο της 

έκθεσης και εµφάνισης είναι πιο σύντοµο (µερικά λεπτά αντί για ώρες) αλλά και πιο 

ελεγχόµενο ως προς την ένταση του σήµατος.  Ο τρόπος αυτός πλεονεκτεί ως προς την 

αποφυγή χρήσης ισοτόπων ωστόσο απαιτεί περισσότερη εργασία συνολικά.  Η χρήση 

αµινοξέων επισηµασµένων µε φθορισµό ή χηµειοφωταύγεια (κυρίως λυσίνη) δίνει τη 

δυνατότητα άµεσης ανίχνευσης των µεταλλάξεων µε το πέρας της SDS-PAGE 

ηλεκτροφόρησης.  Ήδη κυκλοφορεί εµπορικό κιτ που χρησιµοποιεί tRNA µε λυσίνη 

επισηµασµένη µε την φθορίζουσα ουσία BIODIPY-FL.  Μειονεκτήµατα αποτελούν η χρήση 

ιδιαίτερα ακριβού εξοπλισµού µε laser ειδικού για τη σάρωση πηκτωµάτων µε φθορισµό και 

η χρήση αποκλειστικά της λυσίνης. 

 

3.  Εφαρµογές της µεθόδου PTT 

 

Η µέθοδος PTT αυτή τη στιγµή εφαρµόζεται σε ένα µεγάλο αριθµό γονιδίων των οποίων το 

κοινό χαρακτηριστικό είναι ότι η πλειοψηφία των µεταλλάξεων οδηγούν σε συντµηµένη  

πρωτεΐνη.  Η µέθοδος PTT είναι ιδιαίτερα χρήσιµη στη µοριακή διαγνωστική του καρκίνου 
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όπου είναι πολύ σύνηθες φαινόµενο η απώλεια της λειτουργικότητας (loss of function) των 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων εξαιτίας αυτού του είδους των µεταλλάξεων όπως π.χ. στα 

γονίδια του καρκίνου µαστού/ωοθηκών και του παχέος εντέρου.  Επίσης χρησιµοποιείται σε 

Χ-φυλοσύνδετα νοσήµατα (DMD, Hunter κλπ) όπου και η ανάλυση των αποτελεσµάτων σε 

άρρενες ασθενείς είναι πιο εύκολη καθώς υπάρχει ένα µόνο αλληλόµορφο είτε φυσιολογικό 

(wild type) είτε µεταλλαγµένο.  Στον πίνακα 1.2  παρατίθενται νοσήµατα και τα αντίστοιχα 

γονίδια στα οποία χρησιµοποιείται η µέθοδος PTT.  Πλήθος βιβλιογραφικών αναφορών 

υπάρχουν ήδη για τις εφαρµογές της µεθόδου PTT στα γονίδια APC [7,8], ΑΤΜ [9], 

BRCA1/2 [10-15], στα γονίδια του κληρονοµούµενου µη-πολυποδιασικού καρκίνου του 

παχέος εντέρου [16] της  νευρινωµάτωσης [17] και της µυϊκής δυστροφίας [18-20]. 

 

Πίνακας 1.2. Εφαρµογές της µεθόδου PTT στη Μοριακή Γενετική. 

 

Νόσηµα % Μεταλλάξεων που 
οδηγούν σε συντµηµένη 

πρωτεΐνη 

Γονίδιο 

Duchenne Μυϊκή ∆υστροφία (DMD) >95 DMD 

Οικογενής αδενωµατώδης πολυποδίαση (FAP) >95 APC 

Νόσος πολυκυστικών νεφρών 95 PKD1 

Αταξία-τελεαγγειεκτασία 90 ATM 

Κληρονοµούµενος καρκίνος µαστού-ωοθηκών 87 BRCA1 

Κληρονοµούµενος καρκίνος µαστού 87 BRCA2 

Emery-Dreifuss Μυϊκή ∆υστροφία 80 EMD 

Αναιµία Fanconi 80 FAA 

Κληρονοµούµενος µη-πολυποδιασικός 

καρκίνος παχέος εντέρου, τύπος 1 

80 hMSH2 

Κληρονοµούµενος µη-πολυποδιασικός 

καρκίνος παχέος εντέρου, τύπος 2 

70 hMLH1 

Νευρινωµάτωση τύπος 1 50 NF1 

Νευρινωµάτωση τύπος 2 65 NF2 

Σύνδροµο Hunter 50 IDS 
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4.  Πλεονεκτήµατα – µειονεκτήµατα της µεθόδου PTT 

 

Κύριο πλεονέκτηµα  της µεθόδου PTT είναι η δυνατότητα άµεσης ανίχνευσης µεταλλάξεων 

µε παθογνωµική αξία σε ένα µεγάλο τµήµα DNA.  Το είδος των µεταλλάξεων που 

ανιχνεύονται µέσω της PTT στις νόσους που προαναφέρθηκαν, αντιστοιχούν σε ασθενείς µε 

βαριά µορφή της νόσου ενώ είναι γνωστό ότι ασθενείς µε παρανοηµατικές µεταλλάξεις –τις 

οποίες δεν ανιχνεύει η µέθοδος- έχουν ηπιότερη µορφή της νόσου ή και δεν νοσούν καθόλου: 

αυτό εξαρτάται και από το είδος (συντηρητική–µη συντηρητική) και από τη θέση της 

νοηµατικής µετάλλαξης π.χ. αν εντοπίζεται σε λειτουργική περιοχή της αντίστοιχης 

πρωτεΐνης.  Ένα άλλο µεγάλο πλεονέκτηµα της µεθόδου PTT είναι η δυνατότητα σχετικά 

εύκολου εντοπισµού της θέσεως της µετάλλαξης µε τη βοήθεια της ένδειξης του πρωτεϊνικού 

µεγέθους του συντµηµένου µεταλλαγµένου αλληλίου.  Έτσι παρέχεται η δυνατότητα να 

ταυτοποιηθεί η µετάλλαξη µε τη µέθοδο ανάγνωσης αλληλουχίας συνήθως µε µια µόνο 

αντίδραση. 

 

Κύρια µειονεκτήµατα της µεθόδου PTT αποτελούν η αδυναµία ανίχνευσης παρανοηµατικών 

και σιωπηλών µεταλλάξεων στην κωδικοποιούσα περιοχή καθώς και πολυµορφισµών σε µη 

κωδικοποιούσες περιοχές των γονιδίων καθώς δεν υπάρχει τρόπος να σαρωθούν οι περιοχές 

αυτές των ιντρονίων µε τη µέθοδο PTT.  Τα παραπάνω µειονεκτήµατα σε ορισµένα γονίδια 

αποτελούν σε τελική ανάλυση πλεονεκτήµατα καθώς δεν καθυστερεί η ανάλυση µε την 

ανίχνευση µη σηµαντικών γενετικών αλλαγών.  Μικρές προσθήκες ή απαλοιφές που 

διατηρούν το πλαίσιο ανάγνωσης –πολλαπλάσια του 3- ή το αλλάζουν αλλά δεν καταλήγουν 

σε κωδικόνιο τερµατισµού µέσα στο πρωτεϊνικό τµήµα που εξετάζεται επίσης περνούν 

απαρατήρητες µε τη µέθοδο PTT. 

 

∆υσκολίες στην ανίχνευση µεταλλάξεων µε την µέθοδο PTT µπορεί να προκύψουν: α) όταν η 

µετάλλαξη εντοπίζεται στην αρχή του DNA τµήµατος που µεταφράζεται και κατά συνέπεια 

το συντµηµένο πρωτεϊνικό κοµµάτι έχει πολύ µικρό ΜΒ και εξέρχεται νωρίς από το πήκτωµα 

και β) όταν η µετάλλαξη είναι στο τέλος του οπότε δεν διαχωρίζεται εύκολα από το κανονικό 

αλληλόµορφο.  Τέτοιες ψευδώς αρνητικές αντιδράσεις αποφεύγονται µε την εµπειρία του 

χρήστη, την αλλαγή των πειραµατικών συνθηκών της ηλεκτροφόρησης καθώς και µε το 

σχεδιασµό καλά αλληλεπικαλυπτόµενων περιοχών προς PTT.  Επίσης ψευδώς αρνητικά θα 

είναι τα δείγµατα στα οποία η µετάλλαξη ευρίσκεται είτε στο αρχικό κωδικόνιο της 

µετάφρασης  είτε στις περιοχές των εκκινητών της PCR.  Ένα επίσης φαινόµενο που απαιτεί 

προσοχή όταν το αρχικό υλικό είναι RNA, είναι η αποικοδόµηση λόγω αστάθειας του 

µεταλλαγµένου RNΑ (nonsense-mediated decay).  Στην περίπτωση αυτή η προσθήκη 

κυκλοεξιµιδίου µετά την αιµοληψία µπορεί να βοηθήσει [21].  Βέβαια µείωση της ποσότητας 
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RNA και κατά συνέπεια και προϊόντος PCR από cDNA µπορεί να προκύψει και από 

µετάλλαξη στον υποκινητή του γονιδίου ή από άλλη αιτία γονιδιακής σίγασης (gene 

silencing) το οποίο πιθανόν να γίνει αντιληπτό από έµπειρο χρήστη.  Ψευδώς θετικές 

αντιδράσεις στη µέθοδο PTT είναι σπάνιες και πρόκειται συνήθως για µεταλλάξεις πολύ 

κοντά στο COOH-τελικό άκρο της πρωτεΐνης µε αποτέλεσµα η πρωτεΐνη να παραµένει 

λειτουργική και να µην αντιστοιχεί σε κλινικό φαινότυπο. 

 

Η ευαισθησία της µεθόδου PTT είναι πολύ καλή: αγγίζει το 5-10% δηλαδή εάν αναµιχθούν 

10 δείγµατα εκ των οποίων το ένα είναι µεταλλαγµένο µπορεί και ανιχνεύσει το ένα 

µεταλλαγµένο αλλήλιο [22].   

 

Στις πρόσφατες εξελίξεις και βελτιώσεις της µεθόδου PTT αξίζει να επισηµάνουµε τη 

δυνατότητα αξιοποίησης του c-myc ή άλλου αµινοτελικού επιτόπου ο οποίος ενσωµατώνεται 

στην παραγόµενη πρωτεΐνη κατά το στάδιο της µεταγραφής και µετάφρασης.  Με τον τρόπο 

αυτό τα αποτελέσµατα είναι πολύ καθαρά, χωρίς αυξηµένο µη ειδικό σήµα (background) 

καθώς ανιχνεύεται µόνο το πρωτεϊνικό προϊόν που ξεκινάει από την αρχή της µετάφρασης.  

Η παράλληλη χρήση και καρβοξυτελικού επιτόπου (ή επιτόπων σε διαφορετικά πλαίσια 

ανάγνωσης) δίνει τη δυνατότητα τελικής ανίχνευσης µε τεχνική τύπου ELISA sandwich µε 

ένα µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του c-myc επιτόπου να προσδένεται στα πλακίδια 

µικροτιτλοδότησης και ένα δεύτερο έναντι του καρβοξυλικού επιτόπου να χρησιµοποιείται 

για την ανίχνευση [4].  ∆οκιµάζονται επίσης νέα πρωτόκολλα PTT µε επιλογή µετά από 

οµόλογο ανασυνδυασµό σε ζυµοµύκητα [23], πολλαπλής PTT (multiplex PTT) όταν τα 

κοµµάτια διαφέρουν σηµαντικά µεταξύ τους, PTT σε συνδυασµό µε ισοηλεκτρική εστίαση 

(isoelectric focusing, IEF) για την ανίχνευση παρανοηµατικών µεταλλάξεων και τέλος 

λειτουργικά τεστ στη πρωτεΐνη που σχηµατίζεται (ενζυµική δραστικότητα, δέσµευση σε 

DNA ή  άλλη πρωτεΐνη) που αποτελούν και το µέλλον της µεθόδου [22]. 
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