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Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης

Polymerase Chain Reaction (PCR)



1983: σύλληψη της ιδέας, από τον K. Mullis (βραβείο Nobel Χημείας 1993)

1985: πρώτη δημοσίευση, Science 1985, 230:1350-1354

1988: θερμοσταθερή DNA πολυμεράση, Science 1988, 239:487-491

1988-σήμερα : Χιλιάδες άρθρα με εφαρμογές PCR – συνεχής εξέλιξη

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Αλυσιδωτή Αντίδραση της Πολυμεράσης

" Driving up to Mendocino and thinking about an experiment to look at one particular letter of the 

genetic code, I designed a system in my mind. As I repaired the things I thought could go wrong with 

it, suddenly I generated something that if I did it over and over again would be PCR. It would go 2, 

4, 8, 16, 32 . . . in 30 cycles make as many base pairs from one little region as I had in the whole 

genome! That was the eureka point. I said holy shit! By putting the triphosphates [DNA building 

blocks] in there myself, I could do this process over and over and amplify the DNA. 

I slammed on the brakes and stopped by the side of the road to calculate it out. Jennifer objected 

groggily to the delay and the light, but I exclaimed I had discovered something fantastic. 

Unimpressed, she went back to sleep.

A couple of miles down the road I stopped again. I realized I could use these bastards, the 

oligonucleotides [short pieces of DNA], and get the enzymes to reproduce as big a piece as I wanted 

to. They didn't have to be aimed at just one base pair. Hell, I could do a whole sequence. I realized 

you can cut the sequence out from a great big molecule. Pretty cool! Just cut, paste, and amplify.»

Cetus Corporation sold the patent for PCR to Hoffman-LaRoche for the staggering $300 million - the 

most money ever paid for a patent. Mullis meanwhile received a $10,000 bonus.

Yellow stone National Park, California

Thermus aquaticus



1ος κύκλος: 

2 αντίγραφα – 4 αλυσίδες DNA:

2 μητρικές
2 νέες ακαθόριστου μήκους
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2ος κύκλος: 

4 αντίγραφα – 8 αλυσίδες DNA
2 μητρικές
4 νέες ακαθόριστου μήκους
2 νέες επιθυμητού μήκους
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3ος κύκλος: 

8 αντίγραφα –16 αλυσίδες DNA:
2 μητρικές
6 νέες ακαθόριστου μήκους
8 νέες επιθυμητού μήκους



4ος κύκλος: 

16 αντίγραφα –32 αλυσίδες DNA:
2 μητρικές
8 νέες ακαθόριστου μήκους
22 νέες επιθυμητού μήκους



5ος κύκλος: 

32 αντίγραφα –64 αλυσίδες DNA:

2 μητρικές
10 νέες ακαθόριστου μήκους
52 νέες επιθυμητού μήκους

Μετά από: 

10 κύκλους → 1024 αντίγραφα DNA

25 κύκλους → 33.554.432 αντίγραφα DNA



8 αλυσίδες
2 μητρικές
4 νέες ακαθόριστου μήκους
2 νέες επιθυμητού μήκους

16 αλυσίδες
2 μητρικές
6 νέες ακαθόριστου μήκους
8 νέες επιθυμητού μήκους

4 αλυσίδες
2 μητρικές
2 νέες ακαθόριστου μήκους

κύκλοι αντίγραφα DNA

10     → 210 = 1024 

25     → 225 = 33.554.432

30 → 230 =  1,073,741,824

Forward primer

Reverse primer

Taq polymerase

dNTPs



DNA μήτρα (template): Oποιοδήποτε DNA (ολικό χρωμοσωμικό, μιτοχονδριακό, βακτηριακό, πλασμιδιακό) ή cDNA 

από οποιοδήποτε ιστό ή οργανισμό.

Καθαρότητα

Ποσότητα (π.χ. Mamalian DNA - 1 μg, yeast DNA – 10 ng, bacterial DNA -1 ng, plasmid 

DNA -10 pg ανά αντίδραση)

Ολιγονουκλεοτίδια-εκκινητές (primers): Βέλτιστο μήκος 20-26 βάσεις

Περιεκτικότητα σε βάσεις G, C 40-60%

Αποφυγή συμπληρωματικών αλληλουχιών μεταξύ των εκκινητών, ειδικά στο 3’ άκρο

Αποφυγή δευτεροταγών δομών

Αποφυγή συμπληρωματικών αλληλουχιών των εκκινητών με μη επιθυμητές αλληλουχίες 

DNA

Απόρριψη των εκκινητών που έχουν ομολογία με ανεπιθύμητες περιοχές άνω του 70%

Tm = (A+T)x2oC + (G+C) x4oC  (< 14 bp) Tm= 64.9 +41*(G+C-16.4)/(A+T+G+C) (>14 bp)

dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP σε τελική συγκέντρωση 200 μΜ το καθένα.

MgCl2: Ειδικότητα και απόδοση της αντίδρασης

Χαμηλή συγκέντρωση Mg2+ : αυστηρό κριτήριο - αυξάνει την ειδικότητα 

Yψηλή συγκέντρωση  Mg2+ : χαμηλό κριτήριο - αυξάνει την απόδοση 

Συνήθως 0,5-5 mM 

Προσδιορισμός άριστης συγκέντρωσης 

DNA-πολυμεράση: Κατά κανόνα Taq DNA polymerase, 0.5-5 units

Ρυθμιστικό διάλυμα (10X PCR buffer): 100 mM Tris-HCl pH 9 (25οC), 500 mM KCl και 1% μη ιονικό απορρυπαντικό Triton X-100

Συστατικά της αντίδρασης



Ειδικότητα PCR:
επιλογή κατάλληλων εκκινητών

χαμηλή συγκέντρωση Mg2+, dNTPs, Taq, εκκινητών

χαμηλό αριθμό κύκλων

αυξημένη θερμοκρασία υβριδισμού

Μη ειδικό προϊόν PCR:
Μη ειδική σύνδεση εκκινητών

υψηλή συγκέντρωση Mg2+

χαμηλή θερμοκρασία υβριδισμού

πιθανότητα λάθους της πολυμεράσης(1 στα 109 nt in vivo,  2x104 nt in vitro)

επιμόλυνση από προηγούμενα προϊόντα PCR 

(χρήση negative control – δείγμα με Η2Ο αντί για template)

συγκέντρωση Mg2+ - θερμοκρασία annealing

Υψηλό κριτήριο

Χαμηλό κριτήριο



Σχεδιασμός της αντίδρασης

➢ Προσδιορισμός της περιοχής που θέλουμε να ενισχύσουμε

➢ Επιλογή εκκινητών F και R: σωστή αλληλουχία 5’→ 3’

➢ Έλεγχος ειδικότητας

➢ Έλεγχος φυσικοχημικών ιδιοτήτων: Tm, hairpins, dimers

➢ Έλεγχος συνθηκών PCR: θερμοκρασία annealing, συγκέντρωση MgCl2



5’..CGATTCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGTCCACAG.3’

3’..GCTAAGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCAGGTGTC.5’

Forward

Reverse

5’..CGATTCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGTCCACAG.3’

3’GATTTTATGAGAGCAAATC 5’

5’ GTGAGTACTTATTTAAATGT 3’

3’..GCTAAGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCAGGTGTC.5’

3’GATTTTATGAGAGCAAATC 5’

5’ GTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAG 3’

3’ CACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATC 5’

5’GTGAGTACTTATTTAAATGT 3’



Επιλογή και έλεγχος εκκινητών

ΓrRNAL

AAAGCATTAACTATAAAAGATACCCCTAAATGTTTTGTAAAAAGCGGGTCTAAACAAGGATAGTATAAAT

AAATTTTAGTACCTTTTGCATAAGGGTTTTTCAAGACAAATTTAAGTATTTAATTTTCCCGAATGAAAGA

GAGTTATTTTGTAGAGTTAAAAATCGTGGTAAAGATTTAATTAAATTATAAAATAGCGGCTAGATACTAT

TCGCGCTTTTAGATATCTGGTTGGCTTAGAAATATGTGTAAGCATTACCCTTAAATACTTAAGGAGCAAA

TTCTTCGGGTTAAGCTGAAAAATGTTAAAATTGACGCCAAGAAAAAAGTTGGTTTTTATAGGCTTTAGAC

TAGCCACTAAGCACAAATTTATTTTAACTAAAACCAAGTGGTGGAAAAAATTAATTGGGGTCGTCATTTG

CTCTAAGATAAGCCTGTGGTCGTAGAACCAAAAATTATGATAAAAACGAGTAAAGATATTCTTTGGCTGG

TGTGACTCTACTGTTACACCTTAAAAAACTAACTGTGTTATAAGACTTTTTAAACGAACTCGGCAAACTA

AGCTTCTCGACTGTTTAACAAAAACATTTCCTTTTGATATGAGTAAAAGGTAGTCCCTGCCCTATGCAAC

TAAACTAACGTTTGTTGTAAATGGCGGCGTTAACGTGAGCGTCCTAAGGTAGCGCGATAATTTGCTTTTT

AATTGAAGGATGGTATGAAAGGGTTAACGAAGAAGATGCTGTATCTAAAAATTTAATTTAAACTAATTTT

AAGGTGAAGAGGCCTTAATGTAAAAGAAGGACGACAAGACCCTATGAAGCTTTATCTTAATTGAAGGTCT

TAGCCTTTTATACGTTTTTGATGGGAGATCAGCAAAAATAAGTCTTTTGCTATAACATTAATCTTACTAG

AATTTACTAGTTTTATATGTGTGACTAGCTACTCTAGGGATAACAGCGCAATTTCCCCCGAAAGATGGTA

16M-Sl-f (Forward)

TTGGAGGAGAAGATTGCGACCTCGATGTTGGCTTTAGGTGCCCTAGAGGCGTAGAAGCCTCTAAGGGTGG

GTCTGTTCGCCCTTTAAAATCTAACATGAGCTGAGTTCAGAACGGCGTAAGCTAGTTCAGTTTCTATCCT

CTTTTAAAAATGAGCTAATTTTGTACGAAAGGACTCTTTCGCTAAAGTAATGCTTTGGCCCAGCCTTGTA

ΓCR_VD1 

ATTACACAAATAATGTTACATGACGAGCTGAGTAACTCATAAAAAGGACTGCCTTTTATGTAAGTGAGGT

TGGCTACTAGACTTTACAGGAATATACGCAGATAGTTTCACCTTGAAAAAGAGTGTTGTATCGCGTATAT

GAAAGGCCTACCTGAACAACAGAGTAATCCCAGGGGAAAGAGGTGCGAGTCTCGTAAAAAATAGGAATAA

AGCTACCTAAAAAATATGGTGTGTAATGTGTGTATATAAGTATACGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAACCGTAAAATGTTTGGGAATAAGGTGTTTCTACACGCTTAGACTCCTTGCCATTGCCTGTGACAGAAG

CAATCGCCTCAGTTCCCCTGTTTTTTTACACGTAAAAGTCCCCTGTTGACGCACATGGGAGCCGCCTTAT

TAAAATAACTTATAATATAAGTGAAAGCACACCTAATTAGTTTTTATTAGGCATTTATAGTTTATTCAAA

ΓCR_CD 

ATTTAGGCCCATATGTCACAGATACCTAGCCATACCTCGTTTTAGATTATGCTCTATAGCCTGTAGTAGA

MuDLR (Reverse)

TAAAGCTCTACAGCTGATAAGCATTTGTCAGAGTCATGTGAGACTTACCCTAATTAGTAAAAAAACAAGC

GGAAAATTTAAAGCCTCAAATCCTAGAGTTATCGAATTTTTATAGTTAACTGTAAACTGTAAAAATGGGA

TTCGAAAGGTCTAATTTTTCTCGTTTGACTTAATTCTGGTTGCTCACGTGATTTACCTGGGTTTGAAAAC

TAGACTATATCTATCTTAAAATCAGAATATATATATAAATCAAGGTTTAAAAAAATTCCCAAAGCGTAAA

ΓCR_VD2

TTATCGGTTGTTCAAAGAAATAACTAATAAAGGCTAATAAAAAAAGGAAAAAAAAGGTTACACACTAATG

ΓY 

CCTGGGGGGGGCTGGACCTGGAGGGGAAAAAGGAGAACAAACCCATAAGATGGCTGAGGAAAAGGCGGTG

AGCTGTAAACTCATAAACAAGGTTGGCCCTTTCTTATGA

Παράδειγμα:

Ενίσχυση και απομόνωση τμήματος του

μιτοχονδριακού DNA του δίθυρου μαλακίου

Μytilus galloprovincialis. Το τμήμα που πρόκειται

να πολλαπλασιαστεί αντιστοιχεί στην κύρια

ρυθμιστική περιοχή (CR) αντιγραφής και

μεταγραφής του mtDNA.

CR-F: 5’-TGCCCTAGAGGCGTAGAAGCCTC -3’ (23 nt)
CR-R: 5’-CTCTGACAAATGCTTATCAGCTG-3’ (23 nt)



>gi|34328764:16431-17671 Mytilus galloprovincialis haplotype M mitochondrion, rRNAL till tRNAY

AAAGCATTAACTATAAAAGATACCCCTAAATGTTTTGTAAAAAGCGGGTCTAAACAAGGATAGTATAAAT

AAATTTTAGTACCTTTTGCATAAGGGTTTTTCAAGACAAATTTAAGTATTTAATTTTCCCGAATGAAAGA

GAGTTATTTTGTAGAGTTAAAAATCGTGGTAAAGATTTAATTAAATTATAAAATAGCGGCTAGATACTAT

TCGCGCTTTTAGATATCTGGTTGGCTTAGAAATATGTGTAAGCATTACCCTTAAATACTTAAGGAGCAAA

TTCTTCGGGTTAAGCTGAAAAATGTTAAAATTGACGCCAAGAAAAAAGTTGGTTTTTATAGGCTTTAGAC

TAGCCACTAAGCACAAATTTATTTTAACTAAAACCAAGTGGTGGAAAAAATTAATTGGGGTCGTCATTTG

CTCTAAGATAAGCCTGTGGTCGTAGAACCAAAAATTATGATAAAAACGAGTAAAGATATTCTTTGGCTGG

TGTGACTCTACTGTTACACCTTAAAAAACTAACTGTGTTATAAGACTTTTTAAACGAACTCGGCAAACTA

AGCTTCTCGACTGTTTAACAAAAACATTTCCTTTTGATATGAGTAAAAGGTAGTCCCTGCCCTATGCAAC

TAAACTAACGTTTGTTGTAAATGGCGGCGTTAACGTGAGCGTCCTAAGGTAGCGCGATAATTTGCTTTTT

AATTGAAGGATGGTATGAAAGGGTTAACGAAGAAGATGCTGTATCTAAAAATTTAATTTAAACTAATTTT

AAGGTGAAGAGGCCTTAATGTAAAAGAAGGACGACAAGACCCTATGAAGCTTTATCTTAATTGAAGGTCT

TAGCCTTTTATACGTTTTTGATGGGAGATCAGCAAAAATAAGTCTTTTGCTATAACATTAATCTTACTAG

AATTTACTAGTTTTATATGTGTGACTAGCTACTCTAGGGATAACAGCGCAATTTCCCCCGAAAGATGGTA

TTGGAGGAGAAGATTGCGACCTCGATGTTGGCTTTAGGTGCCCTAGAGGCGTAGAAGCCTCTAAGGGTGG

GTCTGTTCGCCCTTTAAAATCTAACATGAGCTGAGTTCAGAACGGCGTAAGCTAGTTCAGTTTCTATCCT

CTTTTAAAAATGAGCTAATTTTGTACGAAAGGACTCTTTCGCTAAAGTAATGCTTTGGCCCAGCCTTGTA

ATTACACAAATAATGTTACATGACGAGCTGAGTAACTCATAAAAAGGACTGCCTTTTATGTAAGTGAGGT

TGGCTACTAGACTTTACAGGAATATACGCAGATAGTTTCACCTTGAAAAAGAGTGTTGTATCGCGTATAT

GAAAGGCCTACCTGAACAACAGAGTAATCCCAGGGGAAAGAGGTGCGAGTCTCGTAAAAAATAGGAATAA

AGCTACCTAAAAAATATGGTGTGTAATGTGTGTATATAAGTATACGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAACCGTAAAATGTTTGGGAATAAGGTGTTTCTACACGCTTAGACTCCTTGCCATTGCCTGTGACAGAAG

CAATCGCCTCAGTTCCCCTGTTTTTTTACACGTAAAAGTCCCCTGTTGACGCACATGGGAGCCGCCTTAT

TAAAATAACTTATAATATAAGTGAAAGCACACCTAATTAGTTTTTATTAGGCATTTATAGTTTATTCAAA

ATTTAGGCCCATATGTCACAGATACCTAGCCATACCTCGTTTTAGATTATGCTCTATAGCCTGTAGTAGA

TAAAGCTCTACAGCTGATAAGCATTTGTCAGAGTCATGTGAGACTTACCCTAATTAGTAAAAAAACAAGC

GGAAAATTTAAAGCCTCAAATCCTAGAGTTATCGAATTTTTATAGTTAACTGTAAACTGTAAAAATGGGA

TTCGAAAGGTCTAATTTTTCTCGTTTGACTTAATTCTGGTTGCTCACGTGATTTACCTGGGTTTGAAAAC

TAGACTATATCTATCTTAAAATCAGAATATATATATAAATCAAGGTTTAAAAAAATTCCCAAAGCGTAAA

TTATCGGTTGTTCAAAGAAATAACTAATAAAGGCTAATAAAAAAAGGAAAAAAAAGGTTACACACTAATG

CCTGGGGGGGGCTGGACCTGGAGGGGAAAAAGGAGAACAAACCCATAAGATGGCTGAGGAAAAGGCGGTG

AGCTGTAAACTCATAAACAAGGTTGGCCCTTTCTTATGA

National Center for Biotechnology Information, 

16S rRNA

tRNATyr

D-loop

https://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/articles/biology/oligos-melting-
temp.html

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc
.html

http://ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/oligos-melting-temp.html
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html








CR-F: 5’-TGCCCTAGAGGCGTAGAAGCCTC -3’ (23 nt)

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html


CR-R: 5’-CTCTGAGAAATGCTTATCAGCTG-3’ (23 nt)



Αντιδραστήριο Συγκέντρωση

Τελική 

συγκέντρωση ή 

ποσότητα στην 

αντίδραση

Ποσότητα που 

απαιτείται για 

όγκο 50 μl

PCR  buffer 10Χ 1X

dNTPs 2 mM 200 μM

Primer F 5 μΜ 25 pmoles

Primer R 5 μΜ 25 pmoles

Taq pol 1 unit/μl 0,5 unit

MgCl2 25 mM 0,5 - 3 mM

DNA 20 ng/μl 50 ng

H2O

Προσδιορισμός της βέλτιστης συγκέντρωσης MgCl2 για την ενίσχυση με PCR του παραπάνω τμήματος DNA

Συγκεντρώσεις MgCl2 :

Δείγματα: 
1) Τ (αρνητικό control)
2) 0.5
3) 1
4) 1.5
5) 2
6) 2.5
7) 3

0.5 mM
1 mM

1,5 mM

2 mM

2,5 mM

3 mM



Αντιδραστήριο
Αρχική 

Συγκέντρωση

Τελική συγκέντρωση 

ή ποσότητα

Ογκος (μl) που απαιτείται για αντίδραση 

V=50 μl

Master mix

X 8

Δείγματα
Τ 

(1)

1 

(0,5)

2 

(1)

3 

(1,5)

4 

(2)

5 

(2,5)

6 

(3)

PCR  buffer 10X 1Χ

…… μl/rx

dNTPs 2 mM 200 μM

Primer F 5 μΜ 25 pmoles

Primer R 5 μΜ 25 pmoles

Taq pol 1 u/μl 0,5 units

MgCl2 25 mM 0,5 mM – 3 mM

Template 20 ng/μl 50 ng

Η2Ο



Στάδιο
Θερμοκρασία 

(οC)
Χρόνος

Αρχική αποδιάταξη 94 3 min

Αποδιάταξη 94 30 sec

Αναδιάταξη 56 30 sec
30 κύκλοι

Επιμήκυνση 72 40 sec

Τελική επιμήκυνση 72 5 min



1

2

3
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5’..CGATTCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGTCCACAG.3’

3’..GCTAAGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCAGGTGTC.5’

Forward

Reverse

5’..CGATTCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGTCCACAG.3’

3’GATTTTATGAGAGCAAAT 5’

5’ GTGAGTACTTATTTAAATGT 3’

3’..GCTAAGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCAGGTGTC.5’

3’GATTTTATGAGAGCAAAT 5’

5’ GTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAG 3’

3’ CACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATC 5’

5’GTGAGTACTTATTTAAATGT 3’



5’..CGATTCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGTCCACAG.3’

3’..GCTAAGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCAGGTGTC.5’

Forward

Reverse

5’NNCTGCAGGTGAGTACTTATTTAAATGT 3’ 3’GATTTTATGAGAGCAAATCGACGTCNN 5’Pst I:
5’CTGCAG 3’

3’GACGTC 5’

5’ NNCTGCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGCTGCAGNN 3’

3’ NNGACGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCGACGTCNN 5’

5’..CGATTCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGTCCACAG.3’

3’GATTTTATGAGAGCAAATC

GTGAGTACTTATTTAAATGT 3’

3’..GCTAAGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCAGGTGTC.5’

5’NNCTGCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGTCCACAG.3’

3’GATTTTATGAGAGCAAATC

GTGAGTACTTATTTAAATGT 3’

3’..GCTAAGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCGACGTCNN 5’

5’..CGATTCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGTCCACAG.3’

3’..GCTAAGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATC

GTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGTCCACAG.3

3’..GCTAAGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCAGGTGTC.5’

5’NNCTGCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGTCCACAG.3’

3’NNGACGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATC

GTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGCTGCAGNN 3’

3’..GCTAAGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCGACGTCNN 5’



5’        GGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGCTGCA   3’

3’    ACGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCG       5’

5’ NNCTGCAGGTGAGTACTTATTTAAATGTAAATACATTAAG........... ATTTTTGTAAACTAAAATACTCTCGTTTAGCTGCAGNN 3’

3’ NNGACGTCCACTCATGAATAAATTTACATTTATGTAATTC............TAAAAACATTTGATTTTATGAGAGCAAATCGACGTCNN 5’

Πέψη με Pst I



Αντιδραστήριο Συγκέντρωση
Τελική συγκέντρωση στην 

αντίδραση

Ποσότητα που 

απαιτείται για όγκο 

50 μl

PCR  buffer 10x 1x

dNTPs 10 mM 500 μΜ

MgCl2 50 mM 2,5 mM

Primer F 10 pmoles/μl 0,5 μM

Primer R 10 pmoles/μl 0,5 μM

Template DNA 10 ng/μl 30 ng

Taq pol 5 unit/μl 2 units

H2O

(Α) Να υπολογίσετε για κάθε συστατικό την ποσότητα (σε μl) που απαιτείται για να έχει σε 
μια αντίδραση PCR τελικού όγκου 50 μl την τελική συγκέντρωση που φαίνεται στην 3η

στήλη 



Exon 1: <313..363

Intron: 364..1737

Exon 2: 1738..>2196

(a)

Intron forward primer:  

5’…………………………………………………………..3’

Intron Reverse primer:  

5’………………….………………………………………..3’

Μήκος προϊόντος PCR: 

(b)

Intron forward primer: 

5’NNGAATTC………………………………………………..3’

Intron Reverse primer: 

5’NNGAATTC…………………….………………………….3’

Μήκος προϊόντος PCR: 

Να σχεδιαστούν 2 εκκινητές 
F και R που να στοχεύουν 
στην ενίσχυση αποκλειστικά 
και μόνο του INTRON

(Β)


