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Αλυσιδωτή αντίδραση 
της πολυμεράσης (PCR) 



DNA discovery

http://www.nature.com/nature/dna50/archive.html



• Δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ

• Σε αυτό φυλάσσεται η γενετική πληροφορία, η 
οποία μεταφέρεται μέσω της μεταγραφής στο 
mRNA και μέσω της μετάφρασης στις πρωτεΐνες.

• Ευκαρυωτικά κύτταρα: βρίσκεται στον πυρήνα 

• Προκαρυωτικά κύτταρα: βρίσκεται σε μια 
περιοχή του κυτταροπλάσματος, το πυρηνοειδές.

• Φυσικό πολυμερές, τα μονομερή του ονομάζονται 
νουκλεοτίδια. 

• Δομή διπλής έλικας. Στο εξωτερικό ένας κορμός  
από φωσφοδιεστερικούς δεσμούς και στο 
εσωτερικό οι βάσεις. Οι δυο κλώνοι της έλικας 
συγκρατούνται μεταξύ τους με δεσμούς 
υδρογόνου.

DNA 
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Ανακάλυψη της δομής του DNA



Μια πρώτη άποψη της δομής του DNA

• Η ομάδα του Alexander Todd, ως 
οργανικοί χημικοί, ενδιαφερόταν 
μόνο για τον τρόπο σύνδεσης των 
μορίων και έτσι το 1951 
φαντάζονταν ότι τα νουκλεοτίδια 
συνδέονται με φωσφοδιεστερικούς 
δεσμούς και άφηναν την 
τρισδιάστατη δομή του DNA στα 
χέρια των κρυσταλλογράφων



Συνήθης τρόπος απεικόνισης των αζωτούχων βάσεων (1951) 



• Μια λεπτομερής απεικόνιση 
του σκελετού του DNA

Οι φωσφοδιεστερικοί δεσμοί του DNA



• Σύμφωνα με αυτή την απεικόνιση, η 
αζωτούχος βάση είναι κάθετη στο 
επίπεδο του δακτυλίου της 
δεοξυριβόζης (Φιρμπεργκ- μονόκλωνες 
δομές).

Δομή νουκλεοτιδίου



• Μία σκέψη του Watson για το πώς αντισταθμίζεται το αρνητικό 
φορτίο των φωσφορικών ιόντων από τα ιόντα μαγνησίου.

ιόντα μαγνησίου



• Κρυσταλλογραφική απεικόνιση της Β μορφής του DNA από την 
Rosalind Franklin, King’s College, London, UK

Photo 51 



• Μια πρώτη και λανθασμένη 
προσέγγιση του Watson για τον τρόπο 
σύνδεσης των βάσεων στην διπλή 
έλικα του DNA

πρώτη λανθασμένη προσέγγιση …



• Τρόπος σύνδεσης των αζωτούχων 
βάσεων με τον εαυτό τους 
σύμφωνα με την πρώτη 
προσέγγιση του Watson.

πρώτη λανθασμένη προσέγγιση …



Ισορροπία ενολικής και κετονικής μορφής της θυμίνης και της 

γουανίνης



• Μια πιο ορθή προσέγγιση για τον 
τρόπο σύνδεσης των αζωτούχων 
βάσεων. Για την γουανίνη και την 
κυτοσίνη πίστευαν ότι ανέπτυσσαν 
μεταξύ τους τουλάχιστον 2 
δεσμούς Η. 

Τρόπος σύνδεσης των αζωτούχων βάσεων



Οριστική και επιβεβαιωμένη δομή του DNA



DNA



A:T (2 δεσμοί Η), C:G (3δεσμοί Η)



Nature, 1953, Vol. 171, pp 737-738

Δημοσίευση στο Nature



❖ DNA discovery
April 25, 1953: Rosalind Franklin and Ray Gosling

Δημοσίευση στο Nature



• Ο Watson εκτός από την δομή του 
DNA ανακάλυψε και τον 
ημισυντηρητικό τρόπο αντιγραφής του

Αντιγραφή του DNA



“This structure has novel features which are of considerable 
biological interest”

   Watson and Crick, 1953

Watson and Crick, 1953



Απονομή Νόμπελ 1962



Cambridge: the EAGLE



Cambridge: the surroundings of DNA structure discovery



Organization of the genome in a eukaryotic cell



How long is the genome of a 3 years old child?



The Human Genome Project

➢ Launched in October 1990 and completed in April 2003!



https://www.genome.gov/human-genome-project

The Human Genome Project

➢ February 2001
Launched in October 1990 and completed 
in April 2003



• βασίζεται στην αξιοποίηση των τεχνικών ανάλυσης των νουκλεϊκών
οξέων με σκοπό τη διάγνωση ασθενειών σε μοριακό επίπεδο καθώς
και την έγκαιρη και ευαίσθητη ανίχνευση της παρουσίας παθογόνων
μικροοργανισμών

Μοριακή Διαγνωστική

• Οι μέθοδοι μοριακής διαγνωστικής αποτελούν σήμερα τις μεθόδους επιλογής
για την έγκαιρη διάγνωση κληρονομικών ασθενειών, τον μοριακό
χαρακτηρισμό του καρκίνου και την ανίχνευση παθογόνων (πχ ιών )

• Σημαντική προϋπόθεση για ευρεία εφαρμογή των μεθόδων της μοριακής
διαγνωστικής στη ρουτίνα των κλινικών εργαστηρίων αποτελεί η απλότητα, ο
εύκολος χειρισμός και η δυνατότητα αυτοματοποίησης, όπως επίσης και το
σχετικά χαμηλό κόστος



• Στην ανίχνευση σημειακών μεταλλάξεων (point mutations), ελλείψεων
(deletions) και ενθέσεων (insertions) που σχετίζονται με κληρονομικές
ασθένειες όπως κυστική ινώδη νόσο, μυϊκή δυστροφία, μεσογειακή αναιμία,
καρκίνος μαστού.

• Στην ανίχνευση/προσδιορισμό νουκλεϊκών οξέων διαφόρων παθογόνων
που βρίσκονται σε εξαιρετικά χαμηλές συγκεντρώσεις σε βιολογικά υγρά
(HIV, HPV, HBV, HCV)

• Στη έγκαιρη διάγνωση και παρακολούθηση μικρομεταστάσεων σε
περιπτώσεις νεοπλασιών (λευχαιμίες, καρκίνος μαστού)

• Στην παραγωγή δακτυλικού αποτυπώματος DNA (DNA fingerprinting) για
εφαρμογές στην ιατροδικαστική

Οι τεχνικές της μοριακής διαγνωστικής στοχεύουν κυρίως:



• in vitro μέθοδος για τον πολλαπλασιασμό συγκεκριμένης 
αλληλουχίας DNA

• δινει τη δυνατότητα απόκτησης μεγάλης ποσότητας DNA για ανάλυση

• in vitro μέθοδος κλωνοποίησης

• With PCR the bits of embedded, often hidden genetic information can 
be amplified into large quantities of accecible, identifiable and 
analysable material, (Guyer RL, Koshland DE. The molecule of the 
year, Science, 246:1543, 1989)

Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης

(Polymerase chain reaction-PCR)



• 1983: σύλληψη της ιδέας, K. Mullis, Cetus Corporation

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

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

• 1988-σήμερα : Χιλιάδες άρθρα με εφαρμογές PCR

• 1989 το περιοδικό Science επέλεξε την PCR σαν το "μέγιστο επιστημονικό 
επίτευγμα" και την Taq DNA πολυμεράση σαν το "μόριο της χρονιάς “

• 1993 βραβείο Nobel Χημείας στον K.Mullis

Ιστορική αναδρομή



Ο κύκλος της  τεχνικής PCR



Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης



Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης



Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης
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A simple thermocycling protocol



Step 1:

Denaturation

dsDNA to ssDNA

Step 2:

Annealing

Primers onto template

Step 3:

Extension

dNTPs extend 2nd strand

Vierstraete 1999

extension products in one cycle serve as template in the next

Στάδια PCR



double%20helix%20c

1 copy

Cycle 35

236 =   68,719,476,736 copies in ~ 2 hrs

2 copies

Cycle 2

4 copies

Cycle 3

8 copies

“Xeroxing” DNA

http://www.bst.ntu.edu.tw/index.htm


Αριθμός κύκλων -Αριθμός δίκλωνων μορίων-στόχων

• Η εκθετική αύξηση των αντιγράφων DNA κατά 

την PCR



Πολλαπλασιασμός μορίων κατά την PCR

N= N02
n



1. δείγμα DNA

2. DNA πολυμεράση 

3. επιλογή εκκινητών

4. συγκέντρωση ιόντων Mg 2+

5. συγκέντρωση dNTPs

6. παρουσία ενισχυτών και αναστολέων 

7. αριθμός κύκλων

Παράγοντες που επιδρούν στην PCR

dNTPs
Taq polymerase

Primers

DNA template

Buffer

+ +

A C T G

MgCl2



• Το DNA είναι ένα πολύ σταθερό μόριο, εάν δεν εκτεθεί στη δράση
ειδικών ενζύμων, των νουκλεασών

• επαρκές λιγότερο από ένα μικρογραμμάριο ολικού γενωμικού DNA

• ενίσχυση αλληλουχιών από ένα μόνο μόριο DNA

• Στο εμπόριο σήμερα κυκλοφορούν έτοιμα kit για την απλή, αποδοτική
και γρήγορη εκχύλιση των νουκλεικών οξέων από βιολογικά δείγματα

• βιολογικά δείγματα (ιστοί, περιφερικό αίμα, κα)

• βιοψίες διατηρημένες σε παραφίνη ηλικίας άνω των 40 ετών

• Αιγυπτιακές μούμιες ηλικίας άνω των 4000 ετών!

Δείγμα DNA



Separate WBCs from RBCs, if necessary

Lyse WBCs or other nucleated cells

Denature/digest proteins

Separate contaminants (e.g., proteins, heme)
from DNA

Precipitate DNA if necessary

Resuspend DNA in final buffer

Εκχύλιση/απομόνωση DNA



Εκχύλιση/απομόνωση DNA



• Significant labor reduction - Completely automated walk-away systems

• Improved accuracy and reliability - Dependable DNA isolation with trouble-free robotic operation

 • Increased productivity - Frees lab personnel for other tasks

 • Compact size 

• high quality and high yield DNA, ready for your downstream application. 

Αυτοματοποιημένες μέθοδοι απομόνωσης DNA



• DNA and RNA absorb maximally at 260 nm.

• Proteins absorb at 280 nm.

• Background scatter absorbs at 320 nm.

DNA Quantitation - UV Spectrophotometry



[DNA] =  (A260 – A320) x dilution factor x 50 µg/mL

[RNA] =  (A260 – A320) x dilution factor x 40 µg/mL

Concentration = µg of DNA or RNA per mL of hydrating solution

Quantity from UV Spectrophotometry



A260/A280 = measure of purity

(A260 – A320)/(A280 – A320)

1.7 – 2.0 = good DNA or RNA

<1.7 = too much protein or

another contaminant (?)

Purity from UV Spectrophotometry

Το NanoDrop εκτός από τον 

υπολογισμό της συγκέντρωσης του 

δείγματος RNA ή DNA παρέχει τη 

δυνατότητα της εκτίμησης της 

καθαρότητάς του μέσω του 

υπολογισμού των λόγων 

απορρόφησης A260/A280 και Α260/Α230. 

Το DNA απορροφά στα 260 nm. Ο λόγος 

A260/A280 θα πρέπει να έχει τιμή 1,8-2,0 

οπότε το δείγμα θεωρείται αποδεκτό. Αν η 

αναλογία είναι μικρότερη, υποδεικνύεται 

πιθανή παρουσία πρωτεϊνών ή άλλων 

ουσιών που απορροφούν ισχυρά στα 280 

nm. Δευτερευόντως, ο λόγος Α260/Α230 θα 

πρέπει να έχει τιμή 2,0-2,2. Αν η αναλογία 

είναι μικρότερη, υποδεικνύεται πιθανή 

παρουσία φαινολών ή άλλων ουσιών που 

απορροφούν ισχυρά στα 230 nm.



• Yellow stone National Park, Wyoming, USA

• Thermus aquaticus

Taq πολυμεράση



Klenow

• optimum---->37oC

• μη ειδική σύνθεση DNA 

• primer mismatching

• καταστροφή ενζύμου στους 94οC

• απαιτείται συνεχώς προσθήκη νέου ενζύμου

Taq

• optimum------>72oC

• μεγάλη εξειδίκευση

• καλύτερη απόδοση

• δυνατότητα αυτοματοποίησης

• 95oC, 20s/cycle, 65% activity, 50 κύκλοι

Σύγκριση  Klenow vs Taq Πολυμεράσης



Βελτιστοποίηση συγκέντρωσης Taq Πολυμεράσης



• Βέλτιστο μήκος 20-26 βάσεις (bp)

• περιεκτικότητα σε βάσεις G, C 40-60%

• αποφυγή συμπληρωματικών αλληλουχιών εντός του κλώνου των εκκινητών, 
ειδικά στο 3’ άκρο

• αποφυγή συμπληρωματικών αλληλουχιών των εκκινητών με μη επιθυμητές 
αλληλουχίες DNA

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

• αποφυγή επανάληψης των G και C στο 3’ άκρο των εκκινητών (πχ GCCCC, 
GGGG)

Κριτήρια επιλογής εκκινητών



Tm = (A+T) x 2oC + (G+C) x 4oC  (< 20bp)

• Η θερμοκρασία αποδιάταξης , (Melting temperature Tm ), είναι η θερμοκρασία στην 
οποία το 50% των μορίων DNA βρίσκεται σε μονόκλωνη μορφή

• Η θερμοκρασία υβριδισμού (annealing temperature), εξαρτάται από το μήκος και τη 
σύσταση των εκκινητών σε βάσεις G και C

• θερμοκρασία 55°C είναι καλή για ένα τυπικό ολιγονουκλεοτιδικό εκκινητή 20 βάσεων με 
περίπου 50% σύσταση σε GC

• μεγαλύτερες θερμοκρασίες μπορεί να είναι απαραίτητες προς αύξηση της ειδικότητας του 
εκκινητή

Θερμοκρασία υβριδισμού



• μεταλλικός συμπαράγοντας Taq DNA πολυμεράσης

• μεγάλη επίδραση στην ειδικότητα και στη ποσότητα του προϊόντος της
αντίδρασης PCR

• Συνήθης βέλτιστη συγκέντρωση 1.5 mM (0.5-5 mM)

• περίσσεια Mg2+ θα έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση μη ειδικού προϊόντος

• έλλειψη Mg2+ θα μειώσει την ποσότητα του προϊόντος

Συγκέντρωση ιόντων Mg 2+



• τα dNTPs αποτελούν τα απαραίτητα συστατικά για τη σύνθεση της νέας
αλυσίδας του DNA

• οι συγκεντρώσεις των dNTPs κυμαίνονται μεταξύ 50-200μΜ

• υψηλότερες συγκεντρώσεις μπορεί να προκαλέσουν την παραγωγή
παραπροϊόντων από την πολυμεράση

• τα dNTPς ενώνονται με τα Mg2+ και το ποσό των dNTPς προσδιορίζει το
ελεύθερο ποσό διαθέσιμου Mg2+

• αν η συγκέντρωση των dNTPς αλλάξει σημαντικά, θα πρέπει να ληφθεί
υπόψη και μια αλλαγή στη συγκέντρωση τού ελεύθερου ποσού του
διαθέσιμου Mg2+

Συγκέντρωση dNTPs 



Οι φάσεις της αντίδρασης PCR

❑ Εκθετική φάση: Μόλις έχει αρχίσει ο πολλαπλασιασμός της αλληλουχίας 

στόχου. Όλα τα αντιδραστήρια βρίσκονται σε επάρκεια και η αντίδραση είναι 

πολύ αποτελεσματική.Σε κάθε κύκλο διπλασιάζονται τα μόρια της αλληλουχίας 

στόχου.

❑ Γραμμική φάση: Παρατηρείται μειωμένη παραγωγή αντιγράφων της 

αλληλουχίας στόχου εξαιτίας της μείωσης της ποσότητας των αντιδραστηρίων.

❑ Φάση πλατώ: Δεν συντίθενται νέα μόρια DNA εξαιτίας της εξάντλησης ενός ή 

περισσοτέρων αντιδραστηρίων.



❑Φάση κορεσμού οφείλεται σε:

• έλλειψη αρκετής ποσότητας αρχικού DNA εκμαγείου

• ατελής σύνθεση νέων κλώνων

• εξάντληση των εκκινητών και dNTPs

• καταστροφή ή απενεργοποίηση των συστατικών της αντίδρασης σε υψηλές 
θερμοκρασίες

• παρεμπόδιση της αντίδρασης από τα προιόντα (πυροφωσφορικά και δίκλωνο DNA)

• ανταγωνισμός των αντιδρώντων με μη ειδικά προιόντα η διμερή των εκκινητών
(primer dimers)

• επανασύνδεση του προιόντος της PCR σε υψηλές συγκεντρώσεις (>10-9 Μ) προ του 
υβριδισμού των εκκινητών

• κορεσμός του ενζύμου σε συνδυασμό με μειωμένη ενεργότητα έπειτα από πολλούς 
κύκλους

Φάση κορεσμού (plateau)



Y= ενίσχυση

Χ= μέση απόδοση

n= αριθμός κύκλων

Y= (1+X)n

εάν X=1 ------> Y=2n,     πρακτικά όμως Χ= 80-85%,

απόδοση 20 κύκλοι        30 κύκλοι

1.00 1.048.576 1.073.741.824

0.90 375.900 230.466.619

0.80 127.482 45.517.160

Απόδοση PCR



αναστολείς:

• φύση των βιολογικών δειγμάτων

• μέθοδο απομόνωσης του DNA

• χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται για την απομόνωση του DNA

• ιοντικά επιφανειοδραστικά (SDS ισχυρός αναστολέας της Taq πολυμεράσης)

ενισχυτές:

• φορμαμίδιο (5%)

• DMSO (<10%)

• PEG (5-15%)

• Tween-20 (0.1-2.5%)

• T4gene32 protein

• γλυκερόλη (10-15%)

Αναστολείς και ενισχυτές της αντίδρασης PCR



οφείλεται:  

• στη δυνατότητα επιλογής της προς ενίσχυση περιοχής DNA 
μέσω της επιλογής κατάλληλων εκκινητών

επιτυγχάνεται με: 

• χαμηλή συγκέντρωση Mg2+, dNTPs, Taq, εκκινητών

• χαμηλό αριθμό κύκλων

• αυξημένη θερμοκρασία υβριδισμού

• αυξημένο ρυθμό αυξομείωσης θερμοκρασίας

• θερμική εκκίνηση (hot start)

Εξειδίκευση  PCR



• πιθανότητα λάθους της πολυμεράσης (1 στα 109 nt in vivo, 2x10
4 nt in vitro)

• μη ειδική σύνδεση των εκκινητών

• επιμόλυνση από προηγούμενα προϊόντα PCR

Μη ειδικό προϊόν PCR οφείλεται συνήθως σε :



οφείλεται στην εξαιρετική ευαισθησία της PCR

• πολύ σημαντική ειδικά όταν ενισχύονται σπάνιες αλληλουχίες

• πολύ σημαντική ειδικά όταν χρησιμοποιείται για διαγνωστικό σκοπό 
(πχ HIV, HCV, HBV)

αποφεύγεται με :

• καλή εργαστηριακή πρακτική 

• χρήση control (πχ Η2Ο) σε κάθε PCR

• ακτινοβόληση του μίγματος της αντίδρασης με UV πριν την προσθήκη 
του δείγματος DNA

• χρήση διαφορετικών χώρων και πιπεττών για προετοιμασία μίγματος 
και PCR

Επιμόλυνση στην  PCR



Επιμόλυνση στην  PCR



• βιολογικά δείγματα

• εργαστηριακό περιβάλλον

• υγρό άζωτο/πάγος

• πιπέτες/ρύγχοι πιπετών

• υαλικά/σωληνάρια

• αντιδραστήρια

• θερμικός κυκλοποιητής

• τράπεζα UV

• συσκευές ηλεκτροφόρησης

Πιθανές πηγές επιμόλυνσης στην PCR



 

Οργάνωση εργαστηρίου για αποφυγή επιμόλυνσης στην  PCR



Οργάνωση εργαστηρίου για αποφυγή επιμόλυνσης στην  PCR



• εκτέλεση PCR εντός φρεατίων πλακών μικροτιτλοδοτήσεως 96 και 384
θέσεων

• εκτέλεση 2 ανεξάρτητων κύκλων σε ανεξάρτητες κεφαλές στον ίδιο
κυκλοποιητή

• διαβάθμιση θερμοκρασίας υβριδισμού (gradient)

• εκτέλεση PCR σε αντικειμενοφόρες πλάκες μικροσκοπίου (in situ PCR)

• ταχύτατη αυξομείωσης θερμοκρασίας με συστήματα Peltier καθώς και με
κυκλοφορητή αέρα (air cycling systems)

• παρακολούθηση της αντίδρασης σε πραγματικό χρόνο (real-time PCR)

• σημαντική μείωση του χρόνου για την ολοκλήρωση της αντίδρασης

• δυνατότητα ποσοτικού προσδιορισμού των αρχικών DNA στόχων

Θερμικοί κυκλοποιητές (Thermal cyclers) 



8 BORING hours per PCR!

95º C

5 min

35 times

55º C

3 min

72º C

5 min

PCR - before the thermocycler



heated lids

adjustable ramping times

single/multiple blocks

gradient thermocycler blocks

Thermocyclers



• ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης

• ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου

Ποιοτικός προσδιορισμός των προϊόντων της αντίδρασης PCR

www.biorad.com

➢ Βασίζεται στον διαχωρισμό 
φορτισμένων μορίων (π χ DNA) 
κατά την κίνηση τους μέσα σε 
στερεό πορώδες υπόστρωμα 
αγαρόζης στα άκρα του οποίου 
εφαρμόζεται ηλεκτρική τάση



• βρωμιούχο αιθίδιο

• SYBR GREEN, SYBR GOLD (Molecular Probes): πολύ υψηλή
ευαισθησία

• χρώση αργύρου: πολύ υψηλή ευαισθησία

• αυτοραδιογραφία (autoradiography)

• αποτύπωση (blotting) (Southern Blot για DNA και Northern Blot
για RNA)

Ανίχνευση προϊόντων της αντίδρασης PCR



• #1: PCR blank

• #2-#9: BRCA1, exon 14

• #10: DNA marker

• #11PCR blank

• #12-19: BRCA1, exon 22

Ανίχνευση προιόντων PCR με ηλεκτροφόρηση αγαρόζης



• PCR αντίστροφης μεταγραφής (Reverse transcription-PCR, 
RT-PCR)  

• Ασύμμετρη PCR

• Διπλή PCR (Νested PCR)

• Πολλαπλή PCR (Multiplex PCR)

• ARMS-PCR

• PCR σε πραγματικό χρόνο (Real time PCR)

Κυριότερες παραλλαγές της αντίδρασης PCR



• ως αρχικό δείγμα χρησιμοποείται το RNA αντί
του DNA

• το RNA μετατρέπεται σε cDNA με αντίστροφη
μεταγραφάση

• για τη μεταγραφή αυτή χρησιμοποιούνται
τυχαία εξαμερή, oligodTs, ή μόνο ένας ειδικός
PCR-εκκινητής

• το cDNA χρησιμοποιείται ως εκμαγείο για την
Taq-πολυμεράση και με δύο ειδικούς PCR
εκκινητές δημιουργείται το δίκλωνο cDNA

• το δίκλωνο cDNA χρησιμοποιείται ως εκμαγείο
για την συνήθη τεχνική της PCR

PCR αντίστροφης μεταγραφής (RT-PCR)

❑ PCR αντίστροφης μεταγραφής
(Reverse transcription-PCR, RT-PCR) 



• ανάπτυξη απλών πρωτοκόλλων στα οποία η σύνθεση cDNA και η
αντίδραση PCR εκτελούνται σε ένα στάδιο

• αξιοποίηση της διπλής ιδιότητας ορισμένων θερμοσταθερών DNA
πολυμερασών όπως η T.Thermophilus (Tth) DNA πολυμεράση να
μεταγράψουν αντίστροφα RNA παρουσία Mn2+, ενώ ταυτόχρονα
δρούν και ώς DNA πολυμεράσες

σημαντικά πλεονεκτήματα:

• δυνατότητα ανάλυσης μεγάλου αριθμού δειγμάτων

• ταχύτητα-απλούστερη διαδικασία

• προστασία από κίνδυνο επιμόλυνσης

RT-PCR ενός σταδίου (one step RT-PCR)



• παράγεται μονόκλωνο DNA

• χρησιμοποιείται για DNA-sequencing

• χρησιμοποιούνται άνισες (ασύμμετρες) 
συγκεντρώσεις των δύο εκκινητών (σε 
αναλογίες 1:10, 1:2, 1:50)

• στους πρώτους 15-25 κύκλους, το
περισσότερο προϊόν που παράγεται είναι
δίκλωνο

• καθώς ο μικρής συγκέντρωσης εκκινητής
εξαντλείται, στους επόμενους κύκλους
παράγεται πλεόνασμα της μιας αλυσίδας

• το μονόκλωνο DNA συσσωρεύεται
γραμμικά

Ασύμμετρη PCR



• χρησιμοποιείται για αύξηση της
ειδικότητας της αντίδρασης PCR

• δύο PCR όπου χρησιμοποιούνται
διαφορετικά ζεύγη εκκινητών (εξωτερικό
και εσωτερικό)

• το εσωτερικό ζεύγος υβριδοποιείται σε
περιοχή που ενισχύεται από το άλλο

• στον πρώτο γύρο της PCR,
χρησιμοποιείται το εξωτερικό ζεύγος των
εκκινητών

• στον δεύτερο γύρο ενισχύονται
επιλεκτικά τα κομμάτια που περιέχουν
την αλληλουχία-στόχο

Διπλή PCR  (nested PCR)



• χρησιμοποιούνται διαφορετικά ζεύγη
εκκινητών για την ταυτόχρονη
ενίσχυση πολλών περιοχών της
αλληλουχίας-στόχου

• xρησιμοποιείται στη διάγνωση
γενετικών ασθενειών όπως η μυϊκή
δυστροφία του Duchenne που
οφείλετι σε γονιδιακά ελλείματα

• Κατάλληλη για περιπτώσεις όπου
χρειάζεται να μελετήσουμε πολλούς
στόχους σε πολύ μικρή ποσότητα
δείγματος

Πολλαπλή PCR (Multiplex PCR)



• Αποτελεί παραλλαγή της PCR

• Allele-specific PCR- αλληλοειδικη PCR

• Μέθοδος για την ανάλυση γνωστών μεταλλάξεων

• Βασίζεται στην ιδιότητα των εκκινητών της PCR να μην λειτουργούν αν 

έχουν στο 3’ άκρο τους έστω και μία βάση μη-συμπληρωματική με την 

προς ενίσχυση αλληλουχία υπό ορισμένες συνθήκες

• Κάθε δείγμα ελέγχεται με δύο αντιδράσεις:
➢ Normal primer - common primer

➢ Mutant primer - common primer

βασικά πλεονεκτήματα: 

• ταχύτητα ανάλυσης, καθώς το στάδιο της ενίσχυσης και το 

διαγνωστικό στάδιο συνδυάζονται ταυτόχρονα σε μία αντίδραση PCR

ARMS-PCR 

(Amplification Refractory Mutation System)



Αρχή μεθόδου ARMS-PCR 

(Amplification Refractory Mutation System) 



Αρχή μεθόδου ARMS-PCR 

(Amplification Refractory Mutation System) 



➢Προγεννητική διάγνωση (κυστική ίνωση, μεσογειακή αναιμία, διάφορες
κληρονομικές νόσοι)

➢Προγεννητική διάγνωση (Τρισωμία 21, σύνδρομο Down)

➢ Διάγνωση και χαρακτηρισμός μολυσματικών ασθενειών (ανίχνευση HIV,
HBV, HCV, HPV κα)

➢ Διάγνωση και χαρακτηρισμός νεοπλασιών

➢ καρκίνος του μαστού (BRCA-1, BRCA-2)

• καρκίνος των ωοθηκών (BRCA-1)

• ρετινοβλάστωμα(Rb)

• χρόνια μυελογενής λευχαιμία

➢ Ανίχνευση μικρομεταστάσεων

• καρκίνος του μαστού (mRNA της CΚ-19)

Εφαρμογές της PCR στη Μοριακή Διαγνωστική



❑ DNA DISCOVERY

http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1962/index.html

❑ PCR DISCOVERY – KARRY MULLIS

http://www.karymullis.com/pcr.shtml

http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1993/mullis-lecture.html

❑ Human genome project

https://www.youtube.com/watch?v=qOW5e4BgEa4

https://www.youtube.com/watch?v=MvuYATh7Y74

❑ PCR

https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo

https://www.youtube.com/watch?v=NYlT3f-MZ5o

https://www.youtube.com/watch?v=k4_AVz6IoUM

https://www.youtube.com/watch?v=YLp4pZsJzXM

ΧΡΗΣΙΜΑ WEBSITES

http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1962/index.html
http://www.karymullis.com/pcr.shtml
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1993/mullis-lecture.html
https://www.youtube.com/watch?v=qOW5e4BgEa4
https://www.youtube.com/watch?v=MvuYATh7Y74
https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo
https://www.youtube.com/watch?v=NYlT3f-MZ5o
https://www.youtube.com/watch?v=k4_AVz6IoUM


-Ποσοτική PCR (qPCR)

-Αλυσιδωτή αντίδραση της 
πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο 
(Real time PCR)



PCR 



Κλασσική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

Πληροφορίες που μας δίνει η ηλεκτροφόρηση αγαρόζης

Πληροφορία για το μέγεθος

Καμία πληροφορία για 

την αλληλουχία αλλά 

ούτε και για την αρχική 

ποσότητα



Πληροφορία για το μέγεθος

πληροφορία 

για την αλληλουχία αν είναι ελεγχόμενες 

και αυστηρές οι συνθήκες υβριδισμού

Κλασσική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

Πληροφορίες που μας δίνει το blot



❖H PCR πραγματικού χρόνου χρησιμοποιείται για τη γρήγορη και 
ακριβή ποσοτικοποίηση RNA και DNA

❖Η ποσοτική PCR δίνει τη δυνατότητα παρακολούθησης της 
αντίδρασης PCR κατά τη διάρκεια της εξέλιξής της

Πλεονεκτήματα:

➢Αυτοματοποίηση

➢Δυνατότητα ποσοτικού προσδιορισμού

➢Αποφυγή ηλεκτροφορήσεων

➢Αποφυγή επιμολύνσεων

➢Υψηλή ευαισθησία

➢Κατάλληλη για μεγάλο αριθμό δειγμάτων

Αρχή ποσοτικού προσδιορισμού

• Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο 

(Real-time PCR)

• Ποσοτική PCR (qPCR) 



Log [DNA]

Κύκλος #

Γεωμετρική

Plateau

γραμμική

Ανίχνευση σε Gel

Με EtBr

μεταβλητότητα

Υψηλή ακρίβεια και επαναληψιμότητα

Φάσεις της αντίδρασης PCR



Ιχνηθέτηση των προϊόντων της PCR με φθορίζοντα μόρια και μέτρηση της 

έντασης φθορισμού ο οποίος εκπέμπεται κατά τη διάρκεια της αντίδρασης 

Φάσεις της αντίδρασης PCR



Φάσεις της αντίδρασης PCR



Ποσοτική vs Κλασική PCR

❖ Bασική διαφορά ανάμεσα στην ποσοτική και την κλασική PCR είναι η φάση της 

αντίδρασης, στην οποία συλλέγονται τα δεδομένα και εξάγονται τα αποτελέσματα

• Στην ποσοτική PCR τα δεδομένα συλλέγονται όταν η αντίδραση είναι ακόμη στη φάση της 

εκθετικής αύξησης. 

• Η σημαντικότερη παράμετρος για την ποσοτικοποίηση είναι η τιμή Cq, που αντιστοιχεί στον 

κύκλο κατά τον οποίο ο φθορισμός των προϊόντων της PCR ξεπερνά το βασικό επίπεδο 

(baseline).



Το Cq υπολογίζεται αυτόματα από το μηχάνημα. 

✓ Τα αντίγραφα του γονιδίου στόχου στο Cq υπολογίζονται από την πρότυπη 

καμπύλη. Αντίστοιχα υπάρχουν και άλλοι μαθηματικοί τύποι υπολογισμού 

που περιλαμβάνουν διόρθωση για τη μείωση της αποτελεσματικότητας της 

αντίδρασης που παρατηρείται με το πέρασμα των κύκλων 

πολλαπλασιασμού.

✓ O ποσοτικός προσδιορισμός βασίζεται στο ότι όσο μεγαλύτερος είναι ο 

αριθμός των μορίων DNA ή cDNA στο αρχικό δείγμα τόσο μικρότερος είναι 

ο αριθμός των κύκλων πολλαπλασιασμού που χρειάζονται για να παραχθεί 

ικανός αριθμός προϊόντων ώστε ο φθορισμός του δείγματος να ξεπεράσει 

το επίπεδο ανίχνευσης.

✓ Επομένως δείγματα με πολλά αντίγραφα του γονιδίου στόχου έχουν 

μικρότερο Cq από δείγματα με λιγότερα αντίγραφα. Επίσης είναι καλό να 

σημειωθεί ότι η παραγωγή του προϊόντος της PCR έχει γραμμική συσχέτιση 

με τον παραγόμενο φθορισμό.



Αρχή ποσοτικού προσδιορισμού με qPCR



• Cq: σημείο στο οποίο η 

ένταση φθορισμού ξεπερνά 

το σήμα υποβάθρου (μέγιστο 

δεύτερης παραγώγου)

• Το διάγραμμα 

βαθμονόμησης 

κατασκευάζεται με γραφική 

παράσταση του λογαρίθμου 

της συγκέντρωσης των 

προτύπων συναρτήσει του 

αντίστοιχου Cq

Αρχή ποσοτικού προσδιορισμού με qPCR

➢ τρία δείγματα συγκεντρώσεων, 106, 105 και 104 αντιγράφων. 

➢ όσο λιγότερα αντίγραφα περιέχονται στο δείγμα, τόσο περισσότεροι κύκλοι απαιτούνται 

για να εισέλθει η αντίδραση στην εκθετική της φάση και να ανιχνευθεί το παραγόμενο 

σήμα που αντιστοιχεί στην μεταβολή του ρυθμού αύξησης της συγκέντρωσης του 

παραγόμενου προϊόντος.



Calculation of real-time PCR efficiency



❑ Είναι η διαδικασία ενίσχυσης μιας DNA αλληλουχίας με τη μέθοδο 

της Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης (PCR) και ταυτόχρονα 

της ανίχνευσης του παραγόμενου προϊόντος σε πραγματικό χρόνο καθ’ 

όλη τη διάρκεια της αντίδρασης (Real-time PCR), μέσω της χρήσης 

ειδικών φθοριζουσων χρωστικών που ενσωματώνονται στην 
αλληλουχία που ενισχύεται.

Αρχή της Real-time PCR

 



➢MH ΕΙΔΙΚΕΣ ΧΡΩΣΤΙΚΕΣ ΓΙΑ dsDNA (SYBR® Green, LCGreen)

➢ ΖΕΥΓΟΣ ΑΝΙΧΝΕΥΤΩΝ ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΥ (dual hybridization probes)

➢ ΑΝΙΧΝΕΥΤΕΣ ΥΔΡΟΛΥΣΗΣ (hydrolysis probes, TaqMan®)

➢ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΦΑΡΟΙ (molecular beacons)

➢ ΑΝΙΧΝΕΥΤΕΣ ΤΥΠΟΥ «ΣΚΟΡΠΙΟΣ» (scorpions)

ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΣΤΗΝ qPCR
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Μη ΕΙΔΙΚΕΣ ΧΡΩΣΤΙΚΕΣ ΓΙΑ dsDNA SYBR Green

✓ Παρουσιάζουν ελάχιστο ή μηδενικό φθορισμό όταν είναι ελεύθερες στο διάλυμα  (Α) και 

φθορίζουν όταν ενσωματώνονται στη μικρή αύλακα των δίκλωνων μορίων  DNA (Β, C).

✓ Κατά την ποσοτική PCR πραγματοποιείται μέτρηση φθορισμού σε κάθε κύκλο μετά το 

τέλος της επιμήκυνσης των μορίων DNA.

✓ Όσο περισσότερα PCR προϊόντα παράγονται τόσο περισσότερο αυξάνει ο  φθορισμός 

που καταγράφεται από το μηχάνημα



Μη ΕΙΔΙΚΕΣ ΧΡΩΣΤΙΚΕΣ ΓΙΑ dsDNA SYBR Green



The SYBR Green I assay: what is a melt curve?

- 1st Derivative

Μη ΕΙΔΙΚΕΣ ΧΡΩΣΤΙΚΕΣ ΓΙΑ dsDNA SYBR Green



The SYBR Green I assay: good vs. bad melt curves

Good melt curve

Primer dimers!!!

Primer 
dimers!!!

Μη ΕΙΔΙΚΕΣ ΧΡΩΣΤΙΚΕΣ ΓΙΑ dsDNA SYBR Green



Διέγερση 

Εκπομπή

Διέγερση

Εκπομπή

Δότης
Δέκτης

ΦΑΙΝΟΜΕΝΟ MΕΤΑΦΟΡΑΣ EΝΕΡΓΕΙΑΣ MΕΣΩ ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ 

ΤΟΥ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ

(Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET)



Φλουορεσκεΐνη LC Red

ANIXNEYΣΗ ΜΕ ZEYΓΟΣ ΑΝΙΧΝΕΥΤΩΝ ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΥ DNA



(Bustin SA. J Mol Endocrinol 2000, 25: 169-193) 

Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτή υδρόλυσης (τύπου TaqMan)



Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές Μοριακούς Φάρους



Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές Μοριακούς Φάρους



Scorpion® Primers:

Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές τύπου Scorpions



Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές τύπου Scorpions



Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές τύπου Scorpions



Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές τύπου Scorpions



Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές τύπου Scorpions



Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές τύπου Scorpions



Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές τύπου Scorpions



LightCycler 24

Real-time instruments



Prototype: LightCycler, 1997



LightCycler Inventor: Dr. Carl Wittwer, Univ of Utah, Salt Lake City



LightCycler



• Συνδυασμός φθορισμομέτρου και θερμικού κυκλοποιητή

Τεχνολογία LightCycler (Rοche Diagnostics)



Cobas z480, (Rοche Diagnostics)



BioRAD



Laser

488nm

96 wells every

7 - 8 seconds.CCD

ABI Prism 
Excitation and Emission

ABI Prism 

The 7700 has an argon laser, 
which emits light at 488nm.  

This light is sequentially 
distributed along 96 fiber optic 
cables to each of the 96 wells in 
the thermal cycler block.  
The fluorescent light from the dyes 
is reflected along mirrors to a 
CCD, which records the entire 
spectrum from 500-660nm.  
The speed of data collection is 
such that all 96 wells are detected 
every 7-8 seconds.



Ανίχνευση μέσω των σωληναρίων της PCR

ABI Prism 

Detection occurs through the caps of the 
0.2ml MicroAmp optical tubes.  
There are 96 holes in the heated lid, into 
which are placed 96 lens assemblies and 
fiber optic cables.  
The 0.2ml tubes are optical grade, which 
means that  the plastics are quality 
controlled for fluorescent contaminants.  
The bottoms of the tubes are frosted, so 
that light is reflected more efficiently.  The 
optical caps have also been polished to 
increase their transparency.



Ο αριθμός των αρχικών μορίων νουκλεϊκού οξέος διπλασιάζεται με 

κάθε κύκλο PCR με αποτέλεσμα την εκθετική αύξηση του προϊόντος 

σύμφωνα με τη σχέση: 

P  =  T (I+E)n (1)

Όπου Ρ, η ποσότητα του  προϊόντος,  

Τ, η αρχική ποσότητα του DNA στόχου (target),

n, ο αριθμός των κύκλων της PCR, και

E, η μέση απόδοση της αντίδρασης για κάθε κύκλο

H ποσοτική PCR προϋποθέτει μία σταθερή και  επαναλήψιμη σχέση 

μεταξύ του αναλυτικού σήματος που λαμβάνεται από το προϊόν της 

αντίδρασης και της αρχικής ποσότητας του DNA στο δείγμα 

ΠΟΣΟΤΙΚΗ PCR



❑ σήμα 

φθορισμού

❑ πρώτη 

παράγωγος

❑ •δεύτερη 

παράγωγος
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Υπολογισμός του σημείου ποσοτικοποίησης Cq (Cquantification) 

με τη μέθοδο της δευτέρας παραγώγου 



• Το διάγραμμα βαθμονόμησης κατασκευάζεται με γραφική παράσταση του 
λογαρίθμου της συγκέντρωσης των προτύπων συναρτήσει του αντίστοιχου Cp. 

• Η απόδοση της PCR δίνεται από τον τύπο: Ε = 10-1 / κλίση.

• Ευρεία δυναμική περιοχή: 1x108 ως 1x10 copies/μL.

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΟ ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ ΒΑΘΜΟΝΟΜΗΣΗΣ



ΜΕΘΟΔΟΙ ΠΟΣΟΤΙΚΟΥ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΣΤΗ REAL-TIME PCR

2 βασικές αρχές μεθόδων ποσοτικού προσδιορισμού

Α) απόλυτος ποσοτικός προσδιορισμός  όπου η συγκέντρωση της 
αλληλουχίας-στόχου εκφράζεται ως απόλυτη τιμή και καθορίζεται με τη 
βοήθεια καμπύλης βαθμονόμησης που λαμβάνεται από πρότυπα διαλ΄ματα 
γνωστής συγκέντρωσης 

Β) σχετικός ποσοτικός προσδιορισμός όπου η συγκέντρωση της 
αλληλουχίας-στόχου εκφράζεται σε σχέση με τη συγκέντρωση ενός γονισίου 
βασικής λειτουργίας (housekeeping gene). Το διάγραμμα βαθμονόμησης 
χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης της αλληλουχίας 
στοχου και του γονίδίου αναφοράς



Α) Απόλυτη ποσοτικοποίηση των αντιγράφων ενός γονιδίου με 

χρήση πρότυπης καμπύλης.

✓ Η απόλυτη ποσοτικοποίηση στην 

ποσοτική PCR πραγματοποιείται 

βάσει μια πρότυπης καμπύλης, η 

οποία δημιουργείται από δείγματα με 

γνωστή συγκέντρωση ή καλύτερα με 

γνωστό αριθμό αντιγράφων του 

γονιδίου που πρόκειται να 

ποσοτικοποιηθεί (standards).

✓ Η συσχέτιση των σημείων 

διασταύρωσης (Cq) των standards 

και του λογαρίθμου της 

συγκέντρωσής τους μας δίνει την 

πρότυπη καμπύλη. 

✓ Στη συνέχεια, γνωρίζοντας μόνο το 

σημείo διασταύρωσης (Cq) ενός 

άγνωστου δείγματος, μπορούμε να 

υπολογίζουμε τον αριθμό των 

αντιγράφων του υπό μελέτη γονιδίου.



Άγνωστο δείγμα

Διάγραμμα

βαθμονόμησης

• Η συγκέντρωση των αγνώστων δειγμάτων υπολογίζεται σε 

αντίγραφα του γονιδίου-στόχου.

• Το πρότυπο είναι εξωτερικό και ομόλογο.

• Ευρεία δυναμική περιοχή.

• Δεν υπάρχει έλεγχος για αναστολείς της PCR που πιθανόν να 

υπάρχουν στο δείγμα.

ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ (Quantification NOT Quantitation!!!) ΜΕ 

ΕΞΩΤΕΡΙΚΑ ΠΡΟΤΥΠΑ



Εσωτερικά πρότυπα μη ανταγωνιστικού τύπου

➢ Χρησιμοποιείται επίσης εξωτερικό διάγραμμα βαθμονόμησης για τον 

προσδιορισμό της συγκέντρωσης του γονιδίου-στόχου

➢ Επιπλέον, σε κάθε δείγμα προστίθεται γνωστή ποσότητα μιας ουσίας 

που λειτουργεί ως εσωτερικό πρότυπο για κάθε δείγμα

➢ Ενισχύονται ταυτόχρονα με το ίδιο ζεύγος εκκινητών-διαφορετικά ζεύγη 

ανιχνευτών 

➢ Το εσωτερικό πρότυπο ως δείκτης απόδοσης της PCR

Απολυτή ποσοτικός προσδιορισμός qPCR με χρήση 

διαγράμματος βαθμονόμησης και εσωτερικών προτύπων



ΣΧΕΤΙΚΟΣ ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ

Γονίδια αναφοράς (reference 

genes), όπως η β-ακτίνη

χρησιμοποιούν διαφορετικούς 

εκκινητές και υποβάλλονται σε 

PCR παράλληλα με το δείγμα με 

το κατάλληλο ζεύγος εκκινητών

❖ Απαραίτητη προϋπόθεση: 

ταυτόσημο επίπεδο μεταγραφής 

του mRNA του προτύπου

Υπολογίζεται η ποσότητα της 

αλληλουχίας στόχου ως προς την 

ποσότητα ενός γονιδίου 

αναφοράς μέσα στο ίδιο δείγμα



• Διακυμάνσεις στις αρχικές ποσότητες των δειγμάτων

• Διακυμάνσεις στα ποσοστά ανάκτησης των νουκλεϊκών οξέων

• Πιθανή ποιοτική υποβάθμιση του υλικού του δείγματος 

• Διακυμάνσεις στη φόρτωση των δειγμάτων ή σφάλματα 
πιπεταρίσματος

• Διακυμάνσεις στην απόδοση κατά τη σύνθεση του cDNA 
(κυμαίνεται από 5% εώς 90%)

➢ Προϋποθέτει :

• Σταθερή έκφραση του γονιδίου αναφοράς

• Να μη διαφέρει η απόδοση στην αντίδραση του γονιδίου-στόχου 
και του γονιδίου-αναφοράς

Η χρήση εσωτερικού προτύπου (γονίδιο αναφοράς) διορθώνει 

διαφορές που οφείλονται σε :



• Μελέτη μικρομεταστατικής νόσου στον καρκίνο (μαστού,
παχέος εντέρου, πνεύμονα, κα)

• Αποτελεί μέθοδο αναφοράς για την εκτίμηση της 
αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων που λαμβάνονται με 
μικροσυστοιχίες 

• Πολλαπλές άλλες εφαρμογές

Εφαρμογές της real-time PCR για τον ποσοτικό προσδιορισμό 

της έκφρασης γονιδίων



Ποσοτικός προσδιορισμός

παθογόνων 

Γονιδιακή έκφραση 

Φαρμακευτική θεραπεία

Μελέτη βλαβών στο DNA 

Έλεγχος ποιότητας 

Γονιδιακή θεραπεία

Εφαρμογές της ποσοτικής real-time PCR



-Ψηφιακή PCR (Digital PCR-dPCR)



Digital PCR-ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΑΝΑΔΡΟΜΗ

◼ Το πρώτο άρθρο για την digital PCR δημοσιεύτηκε  τον Αύγουστο 

του 1999 από τους Bert Vogelstein και Kenneth Kinzler

◼ Πριν από την δημοσίευση αυτή είχαν γίνει αναφορές στην μέθοδο 

αλλά μετά το 2007 υπήρξε ταχεία αύξηση του αριθμού των 

δημοσιεύσεων που αναφέρονταν στην digital PCR



Digital PCR-ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΑΝΑΔΡΟΜΗ

• Το πρώτο άρθρο για την digital PCR δημοσιεύτηκε  τον 
Αύγουστο του 1999 από τους Bert Vogelstein και Kenneth 
Kinzler



• Βασική αρχή: 

Κλασματοποίηση δείγματος σε μέρη ίσου όγκου ώστε να 
περικλείουν 0 ή 1 μόριο στόχο

• 2 γενικές κατηγορίες:

A. Μικρορρευστονική

B. Γαλακτώματα ή σταγονίδια

               -Υποκατηγορία : “BEAMing”

Digital PCR-ΕΙΣΑΓΩΓΗ



Vogelstein B, Kinzler KW. Digital PCR. Proc Natl Acad Sci U S A 1999

1) Αραίωση του δείγματος σε 
πλάκες πολλαπλών φρεατίων

2)Προσθήκη ανιχνευτών 
φθορισμού απευθείας στα 
φρεάτια της αντίδρασης

3)Μέτρηση σημάτων φθορισμού 
και καταμέτρηση των θετικών 
σημάτων 

Digital PCR-ΒΑΣΙΚΗ ΑΡΧΗ



Digital PCR vs PCR



Digital PCR vs PCR



Digital PCR vs qPCR



• Δυνατότητα απόλυτου ποσοτικού προσδιορισμού

• Αύξηση του αριθμού των κύκλων της PCR: βελτίωση της 
ακρίβειας

• Αυξημένη ευαισθησία: ο διαχωρισμός του δείγματος οδηγεί 
σε  μείωση αναλογίας σήματος αλληλουχίας φυσικού τύπου 
→ανίχνευση δειγμάτων χαμηλής συγκέντρωσης

• Δεν απαιτείται καμπύλη βαθμονόμησης: απόλυτη 
ποσοτικοποίηση από την καταμέτρηση του ποσοστού των 
ενισχυμένων προϊόντων προς το συνολικό αριθμό του 
δείγματος

• Μειωμένα σφάλματα: η dPCR εξαρτάται λιγότερο από 
παράγοντες όπως π.χ. ο βαθμονομητής

ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ Digital PCR



• κατανομή Poisson

• Περισσότερο ανθεκτική-Σταθερή διακύμανση: μέτρηση έχοντας 
ως βάση την στους αναστολείς

• Ικανότητα πολλαπλών μετρήσεων (με διαφορετικές 
συγκεντρώσεις του ίδιου φθορισμοφόρου): αύξηση του αριθμού 
των μορίων που μετρώνται σε μια αντίδραση και ανάλυση 
σύνθετων δειγμάτων

•  Δεν απαιτείται επεξεργασία του δείγματος μετά την ανάλυση

• Τα αποτελέσματα που λαμβάνονται είναι γραμμικά: η μέθοδος 
είναι ικανή να  ανιχνεύει και να ποσοτικοποιεί μικροσκοπικές 
ποσότητες δείγματος

• Εξαιρετικά κατάλληλη για αναλύσεις υγρής βιοψίας

ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ Digital PCR



Digital PCR vs qPCR



Tan LL et al. Crit Rev Biotechnol. 2023 May;43(3):433-464

Digital PCR vs PCR



• Τελευταία >10ετία διάφορες πλατφόρμες

• Κυρίως για ερευνητικούς σκοπούς

• Αντιδράσεις σε κλίμακα νάνο- και πικολίτρων

• Digital PCR: εργαλείο με τεράστια δυναμική στον 
τομέα της Μοριακής Διαγνωστικής

ΠΛΑΤΦΟΡΜΕΣ Digital PCR



• Σύστημα 2 φάσεων

• Σταγονίδια που 
περιβάλλονται από ένα μη 
αναμίξιμο έλαιο

• Όγκος της τάξεως 
πικολίτρων

• Αυξημένη ευαισθησία –
εκατομμύρια αντιδράσεις 
PCR ταυτόχρονα

ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ ΜΙΚΡΟΣΤΑΓΟΝΙΔΙΩΝ



1.  QX Droplet Generator –
παραγωγή σταγονιδίων

2. Κλασική PCR σε 
thermocycler

3. QX Droplet Reader- 
Διαχωρισμός 
μικροσταγονιδίων ένα προς 
ένα –αυτόματη πιπέττα

Bio-Rad - QX200 Droplet Digital PCR System



Bio-Rad - QX200 Droplet Digital PCR System



4. Ανάλυση σήματος σε 1-
Δ ή 2-Δ διαγράμματα

5. Poisson: αρχική 
συγκέντρωση σε 
μονάδες αντιγράφων/ 
μL αρχικού δείγματος

Bio-Rad - QX200 Droplet Digital PCR System



Bio-Rad - QX200 Droplet Digital PCR System



κατανομή Poisson βασισμένη σε δύο υποθέσεις: 

α) όλα τα partitions είναι ίδιου όγκου και 

β) τα μόρια στόχοι έχουν κατανεμηθεί τυχαία στα επιμέρους partitions. 

➢ Αν όλα τα partitions είναι ίδιου όγκου, ο μέσος όρος των μορίων στόχων ανά 

partition μπορεί να εκτιμηθεί από την πιθανότητα ένα partition να είναι αρνητικό 

χρησιμοποιώντας το ποσοστό των αρνητικών partitions και της κατανομής Poisson

ΚΑΤΑΝΟΜΗ POISSON



ΚΑΤΑΝΟΜΗ POISSON



ΑΠΟΛΥΤΗ ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ



• Kinzler και Vogelstein , 2003

• BEAMing→ Beads – Emulsion - Amplification – Magnetics

• Πλατφόρμα  της Sysmex- έως 300 εκατ. προϊόντα PCR

ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ “BEAMing”



ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ “BEAMing”

ΣΤΑΔΙΑ BEAMing

1) Παραμαγνητικά σφαιρίδια επικαλυμμένα με μόρια στρεπταβιδίνης, παρουσία 

ολιγονουκλεοτιδίων ενώνονται στο 5’ άκρο μέσω του συστήματος γέφυρας βιοτίνης-

στρεπταβιδίνης 

2) Ετοιμάζονται τα μικροσκοπικά γαλακτώματα νερού -σε –λάδι που περιέχουν τα 

μαγνητικά σφαιρίδια και ποσότητα από το DNA εκμαγείο 

3) Ακολουθούν κύκλοι PCR ,κατά τη γνωστή διαδικασία, και η ενίσχυση του δείγματος 

λαμβάνει χώρα εντός των σταγονιδίων 

4) Έπειτα, τα μικροσταγονίδια διασπώνται ώστε να ελευθερωθούν και να 

απομονωθούν τα μαγνητικά σφαιρίδια 

5) Χρησιμοποιώντας δύο φθορίζοντες ανιχνευτές, επισημαίνονται τα δύο αλλήλια και 

6) Τέλος, τα επισημασμένα μαγνητικά σφαιρίδια περνούν από το κυταρρόμετρο ροής 

για να ποσοτικοποιηθούν τα μόρια-στόχοι 



• Τσιπ με παράλληλα 
φρεάτια επικοινωνούν

• Βαλβίδες και αντλίες 
απομονώνουν τα 
φρεάτια χωρίζοντας το 
δείγμα

• Ξεχωριστοί θάλαμοι 
αντίδρασης

ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ ΜΙΚΡΟΡΡΕΥΣΤΟΝΙΚΗΣ - microfluidics



• 2006-η πρώτη εταιρεία με 
σύστημα dPCR

• Παρακολουθεί την 
πορεία της αντίδρασης

• Και τελικού σημείου 
αποτελέσματα

Fluidigm -BioMark HD system



• Τσιπ 12 ή 48 θέσεων για 
δείγματα – 765 ή 770 φρεάτια 
αντίστοιχα

• Τοποθετείται στο IFC 
Controller για διαχωρισμό 
κάθε δείγματος

Fluidigm -BioMark HD system



• Το ίδιο τσιπ στο 
BioMark HD για 
κλασική PCR και 
ανάγνωση σημάτων 
φθορισμού

Fluidigm -BioMark HD system



Fluidigm -BioMark HD system



• 2009- δύο συστήματα:

Open Array και Quant Studio 
12K Flex 

• τσιπ μεγέθους πλακιδίων 
μικροσκοπίου με 3.072 οπές

• Συγκρατείται  το δείγμα λόγω 
επιφανειακής τάσης-
επικαλυμμένη με μια 
υδροφοβική και μια 
υδροφιλική επιφάνεια

• 2013- QuantStudio 3D- πιο 
εξελιγμένη μορφή

• τσιπ νανορρευστονικής

• Σε 20.000 ανεξάρτητες 
αντιδράσεις

Life Technologies  

QuantStudio® 3D Digital PCR System



Life Technologies  

QuantStudio® 3D Digital PCR System



• 2014- φθηνή 
πλατφόρμα- υψηλής 
απόδοσης

• 96 κυψελίδια-498 μέρη

Formulatrix - Constellation Digital PCR



Formulatrix - Constellation Digital PCR



• > 1 δισεκατομμύριο 
αντιδράσεις/ ημέρα

• Αυξημένη ευαισθησία

• Απόλυτη ποσοτικοποίηση

• 2 όργανα με τα αντίστοιχα 
τσιπ:

1.RainDrop Source- παράγει 
μικροσταγονίδια (έως 10 εκατ./ 
πικολίτρων)

2.RainDrop Sense- ταυτοποιεί 
και ποσοτικοποιεί κάθε 
μικροσταγονίδιο

RainDance Technologies- RainDrop® Digital PCR System



Source chip

Sense chip

8 υποδοχείς δειγμάτων και είναι 

ικανό να παράγει 5 εκατομμύρια 

σταγονίδια το λεπτό 

από ανθεκτικά μικροσκοπικά 

ακροφύσια (nozzles) που 

ευθυγραμμίζονται αυτόματα και 

ξεχωρίζουν τα σταγονίδια ένα προς 

ένα ώστε να ταυτοποιηθούν και να 

μετρηθούν

RainDance Technologies- RainDrop® Digital PCR System



RainDance Technologies- RainDrop® Digital PCR System



CRYSTAL DIGITAL PCR (naica system, Stilla Technologies)



The naica® system - Multiplex Crystal Digital PCR

(Stilla Technologies)



The Nio+ system (Stilla Technologies)

•7 colors

•Automation-friendly

•Capacity of over 768

•Continuous loading

•Dual Thermocyclers



Qiagen - QIAcuity®Digital PCR System

5-plex



Τσιπ

• Ανάλυση σε πραγματικό χρόνο ή στο τελικό σημείο

• Παράλληλη ανάλυση πολλών δειγμάτων

• Αυτοματοποίηση πειραμάτων

• Στενότερο δυναμικό εύρος- μερικές χιλιάδες χωρίσματα

ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΩΝ ΣΥΣΤΗΜΑΤΩΝ ddPCR



dPCR σε γαλάκτωμα ή σταγονίδια

• Σε περισσότερα μέρη 

• Χαμηλότερο κόστος 

• Αυξημένο δυναμικό εύρος- ανάλυση μεγαλύτερου φάσματος 
συγκεντρώσεων

• Συλλογή δεδομένων τελικού σημείου σε 1-Δ ή 2-Δ διαγράμματα 
ανάλογα της έντασης φθορισμού 

ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΩΝ ΣΥΣΤΗΜΑΤΩΝ dPCR



ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΩΝ ΣΥΣΤΗΜΑΤΩΝ ddPCR



ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ 1-D & 2-D ΔΙΑΓΡΑΜΜΑΤΑ ddPCR



• Ανάπτυξη νέας γενιάς οργάνων:

➢Φθηνότερων

➢Ταχύτερων 

➢Περισσότερο εύχρηστων

Δυνατότητα πολυπαραμετρικών αναλύσεων με εφαρμογές 
πρωτοκόλλων πολλαπλής PCR

Δυνατότητες βελτίωσης τεχνολογίας Digital PCR



6-plex assay with QX600 ddPCR (BioRad) 



• COPY NUMBER VARIATION, (CNV)

• Ανίχνευση μεταλλάξεων

• Γονιδιακή έκφραση

• Ανίχνευση miRNAs

• Επιγενετική ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης: μεθυλίωση DNA

• Υγρή βιοψία: αναλύσεις σε πλάσμα cfDNA, ή CTCs

• ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΣΠΑΝΙΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ: μεταλλάξεις στα
κωδικόνια 12 και 13 του ογκογονιδίου KRAS, ανίχνευση
μεταλλάξεων του EGFR σε πολύ χαμηλά επίπεδα
συγκεντρώσεων στο πλάσμα (υγρή βιοψία)

ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ DIGITAL PCR στον καρκίνο 



• Ανίχνευση και ποσοτικοποίηση των ιικών φορτίων

• Ανίχνευση του παθογόνου πριν και μετά από αλλογενή μεταμόσχευση

• Μελέτη και παρακολούθηση ασθενών θετικών σε HIV, HCV, HPV, etc

• Μελέτη μηχανισμών ανθεκτικότητας σε συγκεκριμένες θεραπείες

• Ανίχνευση ιών σε δείγματα λυμάτων

ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ DIGITAL PCR στην ανίχνευση παθογόνων



• ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΠΑΘΟΓΟΝΩΝ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΜΙΚΡΟΒΙΩΜΑΤΟΣ

a)Παθογόνα στα τρόφιμα

b)Έλεγχος γενετικά τροποποιημένων οργανισμών GMOs, ανάλυση
τροφίμων

ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ DIGITAL PCR στην ανάλυση τροφίμων
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