
 
 
 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΔΙΑ ΒΙΟΥ ΜΑΘΗΣΗΣ ΑΕΙ ΓΙΑ ΤΗΝ 
ΕΠΙΚΑΙΡΟΠΟΙΗΣΗ ΓΝΩΣΕΩΝ ΑΠΟΦΟΙΤΩΝ ΑΕΙ 

(ΠΕΓΑ) 
 

 

 

«Οι σύγχρονες τεχνικές βιο-ανάλυσης στην υγεία, τη 

γεωργία, το περιβάλλον και τη διατροφή» 

 

 

 
 



Τεχνικές	  μελέτης	  γονιδιακής	  έκφρασης:	  

Real-‐Time	  PCR	  

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ	  ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ	  
ΤΜΗΜΑ	  ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ	  ΚΑΙ	  ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ	  

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ	  ΔΙΑ	  ΒΙΟΥ	  ΜΑΘΗΣΗΣ	  ΑΕΙ	  	  
ΓΙΑ	  ΤΗΝ	  ΕΠΙΚΑΙΡΟΠΟΙΗΣΗ	  ΓΝΩΣΕΩΝ	  ΑΠΟΦΟΙΤΩΝ	  ΑΕΙ	  	  

Νικόλαος	  Μπαλατσός	  



Το	  κεντρικό	  δόγμα	  

DNA	  

Κυτταρόπλασμα	  

Πυρήνας	  

ΠρωτεΪνη	  

mRNA	  
AAAAAAAAΑΑΑ	  



PCR	  σε	  πραγματικό	  χρόνο	  

ή	  

Real-‐Time	  PCR	  	  



PCR,	  Polymerase	  Chain	  Reacdon	  
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h"p://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=real%20:me%20pcr%20ppt&source=web&cd=9&cad=rja&uact=8&ved=0CFwQFjAI&url=h"p%3A%2F%2Fwww.zdap.com%2Fpcr
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PCR,	  Polymerase	  Chain	  Reacdon	  



Amplicon	  
το	  προϊόν	  της	  PCR	  

Τμήμα	  DNA	  ή	  RNA	  
	  εκμαγείο	  ή	  προϊόν	  αντίδρασης	  ενίσχυσης	  ή	  αντιγραφής	  	  
	  συνήθως,	  ο	  όρος	  χρησιμοποιείται	  αδιακρίτως	  ως	  «προϊόν	  PCR»,	  ή	  PCR	  product.	  

h"p://en.wikipedia.org/wiki/File:Amplicon.png	  
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PCR,	  θεωρητικός	  και	  πειραματικός	  διπλασιασμός	  
Γραμμική	  απεικόνιση	  



PCR,	  θεωρητικός	  και	  πειραματικός	  διπλασιασμός	  
Λογαριθμική	  απεικόνιση	  



11	  



Διάγραμμα	  φάσεων	  μιας	  PCR	  

Fraga	  et	  al	  2008	  Curr	  Prot	  Essent	  Techniques	  



PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  

Η	  Real-‐Time	  PCR	  	  

1.  μετρά	  την	  ποσότητα	  των	  προϊόντων	  (amplicons)	  
	  σε	  κάθε	  κύκλο	  της	  ενίσχυσης	  μετρώντας	  ένταση	  φθορισμού	  

2.  Μετρά	  την	  παραγωγή	  προϊόντων	  (amplicons)	  
	  κατά	  την	  εκθετική	  φάση	  (expotenBal	  phase)	  	  
	  σε	  αντίθεση	  με	  την	  απλή	  PCR	  που	  μετρά	  το	  προϊόν	  στο	  τέλος	  
	  της	  αντίδρασης	  



PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  



Real	  Time	  PCR	  

1.   Δείγμα	  RNA	  υψηλής	  ποιότητας	  και	  καθαρότητας	  

2.   Μετατροπή	  RNA	  σε	  cDNA	  

3.   Ευαίσθητη	  και	  ακριβής	  ανίχνευση	  προϊόντων	  PCR	  	  
	   	  σε	  πραγματικό	  χρόνο	  	  



Real	  Time	  PCR	  
1ο	  ΒΗΜΑ: 	  σύνθεση	  cDNA	  από	  δείγμα	  RNA	  

	   	   	   	  απομόνωση	  RNA	  
	   	   	   	  σύνθεση	  cDNA	  από	  RNA	  

2ο	  ΒΗΜΑ: 	  βελτίωση	  συνθηκών	  για	  ανάλυση	  σε	  πραγματικό	  χρόνο	  
	   	   	   	  σχεδιασμός	  εκκινητών	  
	   	   	   	  θερμοκρασία	  υβριδισμού	  (annealing	  temperature)	  
	   	   	   	  συγκέντρωση	  εκκινητών	  
	   	   	   	  συγκέντρωση	  [Mg2+]	  και	  εκμαγείων	  

3ο	  ΒΗΜΑ: 	  Ανίχνευση	  προϊόντων	  PCR	  από	  τον	  κυκλοποιητή	  
	   	   	   	  Φθορίζουσες	  χρωστικές	  για	  παρακολούθηση	  της	  αντίδρασης	  
	   	   	   	  Μη	  ειδικοί	  φθορίζοντες	  ιχνηθέτες	  
	   	   	   	  Ειδικοί	  (συμπληρωματικοί)	  φθορίζοντες	  ιχνηθέτες	  
	   	   	   	  Ανάλυση	  θ/σιών	  αποδιάταξης	  (melBng	  points)	  για	  ειδική	  ενίσχυση	  

4ο	  ΒΗΜΑ: 	  Ανάλυση	  και	  ποσοτικοποίηση	  Real	  Time-‐PCR	  
	   	   	   	  	  



PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  



1ο	  βήμα:	  σύνθεση	  cDNA	  από	  RNA	  

Fraga	  et	  al	  2008	  Curr	  Prot	  Essent	  Techniques	  



Σχεδιασμός	  εκκινητών	  
Real	  Time	  PCR	  

Fraga	  et	  al	  2008	  Curr	  Prot	  Essent	  Techniques	  



Φθορίζουσες	  χρωστικές,	  SYBR	  Green	  I	  

absorbs	  blue	  light	  (λmax	  =	  497	  nm)	  	  
emits	  green	  light	  (λmax	  =	  520	  nm)	  

Μετά	  τον	  πολυμερισμό,	  η	  χρωστική	  (SYBR	  
Green)	  δένεται	  στο	  DNA	  και	  φθορίζει	  

SYBR®	  family	  	  
Molecular	  Probes,Inc.,	  	  
(Life	  Technologies	  Corpora:on)	   h"p://www.nfstc.org/pdi/Subject03/pdi_s03_m05_07_a.htm	  



PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  

Η	  ενταση	  του	  φθορισμού	  αυξάνει	  10-‐200	  φορές	  
όταν	  δεθεί	  στη	  μικρή	  αύλακα	  του	  DNA	  

Fraga	  et	  al	  2008	  Curr	  Prot	  Essent	  Techniques	  



Συμπληρωματικά	  ειδικοί	  φθορίζοντες	  ιχνηθέτες:	  
(strand-‐specific	  probes)	  

TaqMan	  

Fraga	  et	  al	  2008	  Curr	  Prot	  Essent	  Techniques	  



Real	  Time	  PCR	  
Ποιοτικός	  έλεγχος	  –	  μάρτυρες	  (controls)	  

Αρνητικοί	  μάρτυρες	  
1.   Δείγμα	  χωρίς	  εκμαγείο	  
2.   Δείγμα	  χωρίς	  αντίστροφη	  μεταγραφάση	  

Θετικοί	  μάρτυρες	  
1. 	  DNA	  (γνωστό	  δείγμα	  με	  την	  αλληλουχία	  –	  στόχο)	  
2. 	  RNA	  (γνωστό	  δείγμα	  με	  την	  αλληλουχία	  –	  στόχο)	  



CT	  
Κατώφλι	  ανίχνευσης,	  cycle	  threshold	  

Το	  επίπεδο	  σήματος	  του	  φθορισμού	  	  
που	  είναι	  ικανοποιητικά	  πάνω	  από	  το	  θόρυβο	  	  

ώστε	  να	  θεωρηθεί	  αξιόπιστο	  

Δίνει	  το	  μέτρο	  σύγκρισης	  μεταξύ	  διαφορετικών	  δειγμάτων	  



Αντίδραση PCR, κύκλος 25 

PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  



Κύκλος	  25	  

Νουκλεοτίδια,	  εκκινητές,	  υποστρώματα	  

Πολυμεράση,	  amplicons,	  κλπ.	  

1,000,000	  αντίγραφα	  amplicon	  

PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  

Ας	  υποθέσουμε	  πως	  τα	  1	  000	  000	  amplicons	  
είναι	  η	  ελάχιστη	  ποσότητα	  που	  ανιχνεύεται	  ικανοποιητικά,	  
χωρίς	  θόρυβο	  



Κύκλος	  24;	  

Περίπου	  τα	  ίδια,	  	  

με	  500.000	  αντίγραφα	  του	  amplicon.	  

Κύκλος	  23;	  

Περίπου	  τα	  ίδια,	  	  

με	  250.000	  αντίγραφα	  του	  amplicon.	  

Κύκλος	  22;	  
Περίπου	  τα	  ίδια,	  	  

με	  125.000	  αντίγραφα	  του	  amplicon.	  

PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  



Απεικόνιση ποσότητας DNA στο σωλήνα 
µέχρι τον κύκλο 25 

PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  

Ποσότητα	  DNA	  

Κύκλοι	  ενίσχυσης	  



Κύκλος 26;  

;	  

PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  

Ποσότητα	  DNA	  

Κύκλοι	  ενίσχυσης	  



Μετά τον κύκλο 26; 
2.000.000	  amplicons.	  

Κύκλος 27; 
4.000.000	  amplicons.	  

Κύκλος 200; 
(1.000.000.000.000.000.000.000.000.000.000.000.

000.000.000.000.000.000.000.000	  amplicons…	  	  

PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  



Μετά τον κύκλο 25 

PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  

Ποσότητα	  DNA	  

Κύκλοι	  ενίσχυσης	  



PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  

Κύκλος	   ΠΡΙΝ	   DNA	  ✕4	  
25	   1	  000	  000	   4	  000	  000	  

24	   500	  000	   2	  000	  000	  

23	   250	  000	   1	  000	  000	  

22	   125	  000	   500	  000	  

Αν	  ξεκινήσω	  με	  4πλάσιο	  DNA	  (✕4)...	  



PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  

Κύκλος	   ΠΡΙΝ	   DNA	  ✕4	  
22	   125	  000	   500	  000	  

23	   250	  000	   1	  000	  000	  

24	   500	  000	   2	  000	  000	  

25	   1	  000	  000	   4	  000	  000	  

...φτάνω	  στο	  1	  000	  000	  amplicons	  
δύο	  κύκλους	  νωρίτερα	  

Ποσότητα	  	  
DNA	  

Κύκλοι	  ενίσχυσης	  



Φτάνουμε	  το	  1	  000	  000	  amplicons	  3	  κύκλους	  αργότερα	  

PCR	  –	  Real	  Time	  PCR	  

Κύκλος	   ΠΡΙΝ	   DNΑ/8	  

25	   1	  000	  000	   125	  000	  

26	   2	  000	  000	   250	  000	  

27	   4	  000	  000	   500	  000	  

28	   8	  000	  000	   1	  000	  000	  

Αν	  ξεκινήσω	  με	  1/8	  DNA	  (DNA/8)...	  

Ποσότητα	  	  
DNA	  

Κύκλοι	  ενίσχυσης	  



Οι	  καμπύλες	  των	  προϊόντων	  τέμνουν	  ένα	  (αυθαίρετο)	  κατώφλι.	  

Αυτό	  το	  κατώφλι	  είναι	  το	  CT	  
Οι	  τιμές	  CT	  σχετίζονται	  άμεσα	  με	  την	  αρχική	  ποσότητα	  DNA: 	  	  

23	   25	  
28	  

Ποσότητα	  DNA	  =	  2C	  T	  

CΤ	  

CT	  



23	   25	   28	  



CT	  
Γραμμική	  απεικόνιση	  

Ποσότητα	  DNA	  



CT	  
Λογαριθμική	  απεικόνιση	  

Ποσότητα	  DNA	  



h"ps://www.youtube.com/watch?v=kvQWKcMdyS4	  


