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ΕΝΟΤΗΤΑ 24.1 

ΕΙΣΑΓΩΩΓΗ ΚΑΙ ΓΕΝΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ  
ΤΩΩΝ ΣΥΣΤΑΤΙΚΩΩΝ ΜΙΑΣ ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗΣ PCR 

 
Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζονται ορισµένοι µαθηµατικοί υπολογισµοί που αφορούν την αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης (PCR, Polymerase Chain Reaction). Σκοπός του κεφαλαίου δεν είναι να αποτελέσει 
έναν πλήρη οδηγό για την PCR. Πρόκειται για µια εισαγωγή στους υπολογισµούς που θα χρειαστεί να κάνουµε 
όταν θελήσουµε είτε να πραγµατοποιήσουµε για πρώτη φορά είτε να βελτιστοποιήσουµε µια PCR. 
 

Η τεχνική της PCR περιγράφηκε αρχικά από τον Kary Mullis το 1983. Από τότε έχει υποστεί πολλές 
τροποποιήσεις και έχει γίνει µία από τις πιο σηµαντικές τεχνικές της µοριακής βιολογίας. Η PCR επιτρέπει 
στους ερευνητές να επιλέξουν µια συγκεκριµένη αλληλουχία-στόχο του DNA η οποία βρίσκεται σε µικρή 
ποσότητα και να παραγάγουν δεκάδες εκατοµµύρια αντίγραφά της. Ας υποθέσουµε, για παράδειγµα, πως 
ένας ερευνητής µελετάει το γονίδιο ενός συγκεκριµένου ανθρώπινου χαρακτηριστικού που έχει µέγεθος 
1.000 ζεύγη βάσεων (bp, base pairs). Το ανθρώπινο γονιδίωµα αποτελείται από περίπου 3,2 δισεκατοµµύρια 
ζεύγη βάσεων. Εποµένως, αν αποµονώσουµε DNA από κύτταρα, το γονίδιο αυτό θα συνιστά µόνο το 
0,00003% της συνολικής ποσότητας DNA που θα αποµονωθεί. Η PCR µας επιτρέπει να παράγουµε 
επιλεκτικά εκατοµµύρια αντίγραφα της συγκεκριµένης αλληλουχίας DNA. Ας υποθέσουµε επίσης πως ένας 
επιστήµονας πραγµατοποιεί αναλύσεις σε DNA που αποµονώθηκε από το σάλιο που βρέθηκε σε ένα 
γραµµατόσηµο. Πάνω στο γραµµατόσηµο υπάρχει µια πολύ µικρή ποσότητα DNA. Αν επιθυµούµε να 
αναλύσουµε κάποια περιοχή του DNA αυτού, πρέπει προηγουµένως να την πολλαπλασιάσουµε εκατοµµύρια 
φορές. Το εργαλείο που χρειαζόµαστε για να πετύχουµε κάτι τέτοιο είναι η PCR. 
 

Η PCR µιµείται τη φυσική ικανότητα ενός κυττάρου να αντιγράφει το DNA του χρησιµοποιώντας ένζυµα 
τα οποία ονοµάζονται DNA πολυµεράσες. Η αντιγραφή πραγµατοποιείται φυσιολογικά κάθε φορά που 
διαιρείται ένα κύτταρο. Κατά την αντιγραφή µέσω PCR (Εικόνα 1), το δείγµα DNA στο οποίο περιέχεται η 
αλληλουχία-στόχος που µας ενδιαφέρει, η µήτρα DNA (template DNA), αρχικά εκτίθεται σε υψηλές 
θερµοκρασίες, συνήθως µεταξύ 92 και 94 °C ώστε να αποδιαταχθεί, δηλαδή να διαχωριστούν οι δύο αλυσίδες 
του µορίου. Στη συνέχεια, η θερµοκρασία µειώνεται σε µια κατάλληλη τιµή, συνήθως 47-72 °C. Τότε, ειδικά 
σχεδιασµένοι ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές (oligonucleotide primers) υβριδοποιούνται (δηλαδή προσδένο-
νται µέσω δεσµών υδρογόνου µεταξύ συµπληρωµατικών βάσεων) στη µήτρα DNA. Σε µια PCR χρησιµοποιού-
νται δύο εκκινητές. Ο ένας είναι συµπληρωµατικός µε την περιοχή που βρίσκεται ακριβώς ανοδικά της 
αλληλουχίας-στόχου στον ένα κλώνο του DNA και συχνά αναφέρεται ως ανοδικός (upstream) ή εµπρόσθιος 
(forward) εκκινητής. Ο άλλος είναι συµπληρωµατικός µε την περιοχή που βρίσκεται ακριβώς καθοδικά της 
αλληλουχίας-στόχου στον άλλο κλώνο του DNA και συχνά αναφέρεται ως καθοδικός (downstream) ή 
ανάστροφος (reverse) εκκινητής. Οι εκκινητές προσδένονται στα άκρα της αλληλουχίας-στόχου και 
οριοθετούν το τµήµα του DNA που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. Στο τελευταίο στάδιο της αντίδρασης, το 
οποίο συνήθως πραγµατοποιείται στους 72 °C, η Taq, µια θερµοσταθερή DNA πολυµεράση, αντιγράφει τους 
δύο κλώνους ξεκινώντας από τους εκκινητές. Για να επιτευχθεί αυτό, στο µείγµα της αντίδρασης συµπε-
ριλαµβάνονται και τα τέσσερα τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (A, T, G και C), τα οποία αναφέρονται 
ως dNTP (deoxyribonucleotide Triphosphate). Αυτά τα τρία βήµατα αποτελούν έναν κύκλο της PCR, στο 
τέλος του οποίου ο αριθµός των µορίων DNA που φέρουν την αλληλουχία-στόχο έχει διπλασιαστεί. Κατόπιν, η 
διαδικασία επαναλαµβάνεται, µε αποτέλεσµα ο αριθµός των µορίων DNA που φέρουν την αλληλουχία-στόχο 
να τετραπλασιάζεται, στη συνέχεια να οκταπλασιάζεται και ούτω καθεξής. Συνήθως η διαδικασία πραγµα-
τοποιείται για 25-40 κύκλους, οπότε δηµιουργούνται εκατοµµύρια αντίγραφα της αλληλουχίας-στόχου. 
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ΕΙΚΟΝΑ 1 
 

Κύκλος 1

Κύκλος 2

Κύκλος 3

Κύκλοι 4-30

Περιοχή-στόχος

Πολλαπλασιασμός του βραχέος προϊόντος-στόχου

DNA

Επιμήκυνση
εκκινητών

Επιμήκυνση
εκκινητών

Επιμήκυνση
εκκινητών

Αποδιάταξη και 
υβριδοποίηση

εκκινητών

Αποδιάταξη και 
υβριδοποίηση

εκκινητών

Αποδιάταξη και 
υβριδοποίηση

εκκινητών

 
 
Εικόνα 1. Η ΑΛΥΣΙΔ∆ΩΩΤΗ ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ. Στο πρώτο βήµα της PCR, οι δύο κλώνοι 
της µήτρας DNA διαχωρίζονται µε θέρµανση σε υψηλή θερµοκρασία. Έπειτα, η θερµοκρασία 
µειώνεται, ούτως ώστε οι ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές να υβριδοποιηθούν στις θέσεις πρόσδεσης 
εκατέρωθεν της αλληλουχίας-στόχου. Στο τελευταίο βήµα της PCR, µια DNA πολυµεράση συνθέτει 
νέους κλώνους DNA που περιέχουν την αλληλουχία-στόχο, προσθέτοντας στους εκκινητές νουκλεοτίδια 
συµπληρωµατικά προς τη µήτρα DNA. Η διαδικασία αυτή επαναλαµβάνεται για 25-40 κύκλους. Αν 
υποθέσουµε πως η απόδοση της αντίδρασης είναι 100%, τότε ο αριθµός των µορίων DNA που φέρουν 
την αλληλουχία-στόχο διπλασιάζεται σε κάθε κύκλο. (Αναδηµοσιεύεται µε την άδεια της Promega, 
http://www.promega.com/paguide/chap1.htm) 
 

Στην PCR, ο αριθµός των αντιγράφων της αλληλουχίας-στόχου θεωρητικά διπλασιάζεται σε κάθε κύκλο. 
Εποµένως, η αύξηση του αριθµού των αντιγράφων της αλληλουχίας-στόχου είναι εκθετική (Εικόνα 2), όπως 
η αύξηση του αριθµού των βακτηρίων στις καλλιέργειες, όταν αυτά διπλασιάζονται ανά τακτά χρονικά 
διαστήµατα (βλ. Κεφάλαιο 17). Θεωρώντας πως η απόδοση της PCR είναι 100%, µπορούµε να υπολογίσουµε 
τον αριθµό των αντιγράφων της αλληλουχίας-στόχου µετά από έναν συγκεκριµένο αριθµό κύκλων χρησιµο-
ποιώντας την εξίσωση: 
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 N = 2t (No )  

όπου:  N είναι ο τελικός αριθµός των αντιγράφων της αλληλουχίας-στόχου,  
t είναι ο αριθµός των κύκλων της αντίδρασης και  

 No  είναι ο αρχικός αριθµός των αντιγράφων της αλληλουχίας-στόχου. 

Παρατηρούµε πως ο τύπος αυτός είναι ουσιαστικά ίδιος µε τον τύπο που περιγράφει το βακτηριακό 
πολλαπλασιασµό. 
 

ΠΡΟΒΛΗΜΑ: 
 
 Σε ένα δείγµα υπάρχουν 20 αντίγραφα µιας αλληλουχίας-στόχου. Αν πραγµατοποιήσετε 20 κύκλους 

PCR, ποιος είναι ο αριθµός των αντιγράφων της αλληλουχίας-στόχου που θεωρητικά αναµένετε να 
πάρετε; 

 
ΑΠΑΝΤΗΣΗ: 

 

  

N = 2t (No )

N = 220(20) ≈ 2,1 × 107
 

 

 Εποµένως, ξεκινώντας από 20 µόνο αντίγραφα της αλληλουχίας-στόχου, καταλήγουµε σε περισσότερα 
από δέκα εκατοµµύρια. 

 

 
Στην πραγµατικότητα, η απόδοση της PCR δεν είναι 100% και ο αριθµός των µορίων DNA που φέρουν 

την αλληλουχία-στόχο δε διπλασιάζεται σε κάθε κύκλο. Στους τελευταίους κύκλους, η αντίδραση φτάνει σε 
πλατό εξαιτίας µιας σειράς παραγόντων, όπως είναι η εξάντληση των αντιδρώντων. 
 
 

ΕΙΚΟΝΑ 2 
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πλατό

Aριθμός κύκλων  
 
ΕΙΚΟΝΑ 2. Ο ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ-ΣΤΟΧΟΥ ΚΑΤΑ ΤΗΝ PCR ΕΙΝΑΙ 
ΕΚΘΕΤΙΚΟΣ. Μέχρι να φτάσει η αντίδραση σε ένα πλατό, ο αριθµός αντιγράφων της αλληλουχίας 
στόχου αυξάνεται εκθετικά από κύκλο σε κύκλο.  
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ΕΝΟΤΗΤΑ 24.2 

Η PCR ΕΙΝΑΙ ΜΙΑ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗ 
 

Προκειµένου να πραγµατοποιηθεί η PCR, όπως συµβαίνει και µε κάθε ενζυµική αντίδραση, πρέπει να 
ετοιµαστεί σε ένα σωληνάριο το µείγµα µε τα συστατικά της αντίδρασης στις σωστές συγκεντρώσεις. Τα 
κύρια συστατικά της PCR είναι: η µήτρα DNA, το ένζυµο, οι εκκινητές και τα dNTP (Πίνακας 1). Επίσης, 
χρησιµοποιείται ένα ρυθµιστικό διάλυµα, το οποίο διατηρεί σταθερό το pH, καθώς και µαγνήσιο, το οποίο 
είναι απαραίτητος συµπαράγοντας των πολυµερασών. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ποικίλλει, αλλά 
συνήθως είναι µεταξύ 25 και 100 µL. Παρατηρούµε στον Πίνακα 1 ότι οι συγκεντρώσεις των συστατικών του 
µείγµατος κυµαίνονται εντός ορισµένων ορίων. Αυτό συµβαίνει επειδή οι βέλτιστες συγκεντρώσεις της 
αντίδρασης εξαρτώνται από διάφορους παράγοντες, όπως είναι η συγκεκριµένη θερµοσταθερή πολυµεράση 
που χρησιµοποιείται και η φύση της µήτρας DNA (π.χ. αν είναι γονιδιωµατικό DNA ή πλασµίδιο). Σε ειδικές 
περιπτώσεις προστίθενται επιπλέον συστατικά, όπως γλυκερόλη, τα οποία ενδέχεται να βελτιώσουν την 
απόδοση και την ειδικότητα της αντίδρασης. 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 1 

ΤΑ ΚΥΡΙΑ ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ ΜΙΑΣ ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗΣ PCR 

ΣΥΣΤΑΤΙΚΟ  ΣΚΟΠΟΣ ΣΥΝΗΘΗΣ ΤΕΛΙΚΗ 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΩΣΗ Ή 
ΠΟΣΟΤΗΤΑ ΣΤΟ 
ΜΕΙΓΜΑ ΤΗΣ 
ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗΣ  

Ρυθµιστικό διάλυµα Ρυθµίζει το pH. 1× 

MgCl2 (ορισµένες φορές 
περιλαµβάνεται στο 
ρυθµιστικό διάλυµα) 

Απαραίτητος συµπαράγοντας της πολυµεράσης. 1,5-2,5 mM  

Μήτρα DNA Το µόριο DNA που περιέχει την αλληλουχία 
που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. 

0,0001-1,0 µg (σε ιατρο-
δικαστικές αναλύσεις 
τυπικά χρησιµοποιούνται 
0,5-10 ng DNA) 

Εµπρόσθιος εκκινητής Μονόκλωνο ολιγονουκλεοτίδιο, συµπληρωµα-
τικό µε την περιοχή που βρίσκεται ακριβώς 
ανοδικά της αλληλουχίας-στόχου. Από το      
3΄ υδροξύλιό του ξεκινάει η αντιγραφή της 
µίας αλυσίδας της αλληλουχίας-στόχου. 

0,05-2,0 µM 

Ανάστροφος εκκινητής Μονόκλωνο ολιγονουκλεοτίδιο, συµπληρωµα-
τικό µε την περιοχή που βρίσκεται ακριβώς 
καθοδικά της αλληλουχίας-στόχου. Από το 3΄ 
υδροξύλιό του ξεκινάει η αντιγραφή της άλλης 
αλυσίδας της αλληλουχίας-στόχου. 

0,05-2,0 µM 

dNTP (dATP, dGTP, 
dCTP, dTTP) 

Υποµονάδες του DNA που απαιτούνται για 
την αντιγραφή του. 

200 µM το καθένα 

Θερµοσταθερή DNA 
πολυµεράση 

Ένζυµο που συνθέτει DNA. 0,01-0,05 µονάδες/µL 
(U/µL) 
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ΕΝΟΤΗΤΑ 24.3 

PCR: ΓΕΝΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗΣ 

 
Ας σχεδιάσουµε ένα απλό πείραµα PCR. Υποθέτουµε ότι έχουµε στη διάθεσή µας πυκνά διαλύµατα όλων 

των συστατικών που απαιτούνται σύµφωνα µε το πρωτόκολλό µας. Να σηµειωθεί πως ίσως χρειαστεί να 
τροποποιήσουµε τη διαδικασία που περιγράφεται παρακάτω, µε βάση το συγκεκριµένο πρωτόκολλο που 
χρησιµοποιείται στο εργαστήριό µας, όµως στην ενότητα αυτή θα δούµε τον γενικό τρόπο σκέψης που 
ακολουθεί κάποιος προκειµένου να πραγµατοποιήσει ένα πείραµα PCR. (Η διαδικασία που περιγράφεται εδώ 
βασίζεται στο βιβλίο «PCR Protocols: Current Methods and Applications», Chapter 1, Ed. Bruce A. White, 
Humana, New Jersey, 1993, σελ. 17.) 
 

Βήµα 1. Προσδιορίζουµε τα συστατικά του κεντρικού µείγµατος (master mix). 
 

Αφού αποφασίσουµε ποιο πρωτόκολλο θα ακολουθήσουµε και πόσα δείγµατα θα αναλύσουµε, µπορούµε 
να σχεδιάσουµε έναν πίνακα όπως ο 2Α. Στον πίνακα αυτό περιλαµβάνονται τα συστατικά που θα πρέπει να 
περιέχει κάθε αντίδραση, καθώς και η συγκέντρωση και ο όγκος όλων των αντιδραστηρίων. Η τελευταία 
στήλη συµπληρώνεται ανάλογα µε τον αριθµό των δειγµάτων που πρόκειται να περιληφθούν στο πείραµα. 
 

Ας υποθέσουµε πως έχουµε εννέα δείγµατα, συµπεριλαµβανοµένων και των δειγµάτων ελέγχου (controls), 
και εποµένως σχεδιάζουµε να πραγµατοποιήσουµε εννέα αντιδράσεις. Αυτό σηµαίνει πως θα έχουµε εννέα 
σωληνάρια, ένα για κάθε δείγµα, και κάθε σωληνάριο θα περιέχει όλα τα απαραίτητα συστατικά για την PCR 
(µήτρα, dNTP κτλ.). Μια καλή πρακτική θα ήταν να παρασκευάσουµε λίγο περισσότερο κεντρικό µείγµα 
(συνήθως για ένα επιπλέον δείγµα) από αυτό που θεωρητικά θα χρειαστούµε, προκειµένου να είµαστε 
σίγουροι πως θα µας φτάσει. Στον Πίνακα 2Β παρουσιάζεται η τελευταία στήλη συµπληρωµένη για 10 (9 + 1) 
δείγµατα. Για παράδειγµα, για κάθε αντίδραση απαιτούνται 8 µL dNTP, οπότε για να παρασκευάσουµε 
αρκετό κεντρικό µείγµα για δέκα αντιδράσεις, θα χρειαστούµε 80 µL dNTP. Να σηµειωθεί ότι η µήτρα DNA 
δεν περιλαµβάνεται στο κεντρικό µείγµα, επειδή συνήθως διαφέρει από δείγµα σε δείγµα. 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 2Α 

ΠΡΩΩΤΟΚΟΛΛΟ ΓΙΑ PCR 1 – ΚΕΝΤΡΙΚΟ ΜΕΙΓΜΑ ΤΗΣ ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗΣ 

ΣΥΣΤΑΤΙΚΟ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΩΣΗ 
ΠΥΚΝΟΥ 
Δ∆ΙΑΛΥΜΑΤΟΣ 

ΟΓΚΟΣ ΑΝΑ 
ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗ  

ΣΥΝΟΛΙΚΟΣ 
ΟΓΚΟΣ ΣΤΟ 
ΚΕΝΤΡΙΚΟ 
ΜΕΙΓΜΑ 

Ρυθµιστικό διάλυµα µε MgCl2 10× 10 µL  

dNTP 2,5 mM από το καθένα 8 µL  

Εµπρόσθιος εκκινητής  50 pmol/µL 1 µL  

Ανάστροφος εκκινητής 50 pmol/µL 1 µL  

DNA πολυµεράση Taq 5 U/µL 0,5 µL   

Νερό  Όσο απαιτείται ώστε ο 
τελικός όγκος της αντί-
δρασης (µε τη µήτρα 
DNA) να είναι 100 µL. 

 

   

Μήτρα DNA  105-106  αντίγραφα σε 10 µL 10 µL 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 2B 

ΠΡΩΩΤΟΚΟΛΛΟ ΓΙΑ PCR 1 – ΚΕΝΤΡΙΚΟ ΜΕΙΓΜΑ ΤΗΣ ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗΣ 

ΣΥΣΤΑΤΙΚΟ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΩΣΗ 
ΠΥΚΝΟΥ 
Δ∆ΙΑΛΥΜΑΤΟΣ 

ΟΓΚΟΣ ΑΝΑ 
ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗ  

ΣΥΝΟΛΙΚΟΣ 
ΟΓΚΟΣ ΣΤΟ 
ΚΕΝΤΡΙΚΟ 
ΜΕΙΓΜΑ 

Ρυθµιστικό διάλυµα µε MgCl2 10× 10 µL 100 µL 

dNTP 2,5 mM από το καθένα 8 µL 80 µL 

Εµπρόσθιος εκκινητής  50 pmol/µL 1 µL 10 µL 

Ανάστροφος εκκινητής 50 pmol/µL 1 µL 10 µL 

DNA πολυµεράση Taq 5 U/µL 0,5 µL  5 µL 

Νερό  Όσο απαιτείται ώστε ο 
τελικός όγκος της αντί-
δρασης (µε τη µήτρα 
DNA) να είναι 100 µL. 

695 µL 

   

Μήτρα DNA  105-106 αντίγραφα σε 10 µL 10 µL 
 

Τα συστατικά της αντίδρασης βασίζονται σε ένα πρωτόκολλο από το βιβλίο «Biotechnology: Proteins to PCR: A Course in 
Strategies and Laboratory Techniques», David Burden & Donald Whitney, Birkhäuser Press, 1995. 

 
Βήµα 2. Ετοιµάζουµε το κεντρικό µείγµα. 
 

Ετοιµάζουµε το κεντρικό µείγµα µε τα συστατικά που αναφέρονται στον Πίνακα 2Β, εκτός από το ένζυµο 
και τη µήτρα DNA: αναµειγνύουµε 100 µL ρυθµιστικού διαλύµατος, 80 µL από το µείγµα των dNTP, 10 µL 
από κάθε εκκινητή και 695 µL νερού. 
 
Βήµα 3. Προσθέτουµε τη µήτρα DNA. 
 

Προσθέτουµε τη µήτρα DNA (10 µL) σε καθένα από τα 9 σωληνάρια. Η µήτρα DNA δεν περιλαµβάνεται 
στο κεντρικό µείγµα, καθώς στο παράδειγµα αυτό διαφέρει από δείγµα σε δείγµα. 
 

Βήµα 4. Προσθέτουµε το ένζυµο στο κεντρικό µείγµα. 
 

Προσθέτουµε το ένζυµο, στην προκειµένη περίπτωση 5 µL, στο κεντρικό µείγµα, αναµειγνύουµε και 
φυγοκεντρίζουµε σύντοµα, προκειµένου να συλλέξουµε όλο το υγρό στο κάτω µέρος του σωληναρίου. 
 

Βήµα 5. Αναµειγνύουµε το κεντρικό µείγµα µε τη µήτρα DNA σε κάθε σωληνάριο. 
 

Κατανέµουµε σε καθένα από τα 9 σωληνάρια 90 µL από το κεντρικό µείγµα, αναµειγνύουµε και 
φυγοκεντρίζουµε σύντοµα. (Χρησιµοποιούµε διαφορετικό ακρορύγχιο για κάθε δείγµα, προκειµένου να 
αποφύγουµε την πιθανότητα επιµόλυνσης του ενός δείγµατος µε το άλλο.) 
 

Βήµα 6. Τοποθετούµε τα δείγµατα στον θερµοκυκλοποιητή. 
 

Τα δείγµατα στον θερµοκυκλοποιητή εκτίθενται σε ελεγχόµενες αλλαγές της θερµοκρασίας για 
συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα. ΩΩς προς τις συνθήκες θερµοκρασίας και τον χρόνο, ο θερµοκυκλοποιητής 
προγραµµατίζεται ανάλογα µε τις ιδιαιτερότητες του συγκεκριµένου πειράµατος. 
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ΕΝΟΤΗΤΑ 24.4 

ΤΟ ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΟ Δ∆ΙΑΛΥΜΑ ΤΗΣ PCR 
 

Έχουµε µελετήσει τη γενική διαδικασία της PCR, µε την προϋπόθεση πως έχουµε στη διάθεσή µας όλα 
τα απαραίτητα πυκνά διαλύµατα. ΩΩστόσο, κάποιες φορές ίσως χρειαστεί να ετοιµάσουµε εµείς τα πυκνά 
διαλύµατα που θα χρησιµοποιήσουµε και να βελτιστοποιήσουµε τις συγκεντρώσεις των συστατικών της 
αντίδρασης. Στην περίπτωση αυτή, θα χρειαστεί να πραγµατοποιήσουµε υπολογισµούς για καθένα από τα 
συστατικά του µείγµατος της PCR. Στις επόµενες ενότητες του κεφαλαίου αυτού µελετώνται ένα προς ένα τα 
κύρια συστατικά µιας PCR και οι υπολογισµοί που σχετίζονται µε αυτά.  
 

Το ρυθµιστικό διάλυµα της PCR διατηρεί σταθερό το pH του µείγµατος της αντίδρασης. Επίσης, συχνά 
περιέχει µαγνήσιο, το οποίο δρα ως συµπαράγοντας της πολυµεράσης. Άλλες φορές το µαγνήσιο προστίθεται 
ξεχωριστά. Το ρυθµιστικό διάλυµα της PCR συνήθως παρασκευάζεται και αποθηκεύεται σε συγκέντρωση 
10× (δηλαδή συγκεντρωµένο κατά δέκα φορές). Στη συνέχεια, αραιώνεται και χρησιµοποιείται στο µείγµα της 
αντίδρασης. Τα κύρια συστατικά του ρυθµιστικού διαλύµατος της PCR στις συγκεντρώσεις 10× και 1× είναι: 
 

ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΟ Δ∆ΙΑΛΥΜΑ ΤΗΣ PCR 10× ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΟ Δ∆ΙΑΛΥΜΑ ΤΗΣ PCR 1×  

Tris 100 mM, pH 8,3 στους 25 °C Tris 10 mM, pH 8,3 στους 25 °C 

KCl 500 mM  KCl 50 mM  

MgCl2 15-20 mM* MgCl2 1,5-2,0 mM* 

*Η ιδανική συγκέντρωση του MgCl2 ποικίλλει, καθώς εξαρτάται από τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά της εκάστοτε αντίδρασης, 
και συνήθως καθορίζεται εµπειρικά. Γενικά, πολύ χαµηλή συγκέντρωση Mg2+

 οδηγεί σε χαµηλές αποδόσεις, ενώ πολύ 
υψηλή συγκέντρωση Mg2+

 προκαλεί την εµφάνιση παραπροϊόντων (δηλαδή τον πολλαπλασιασµό άλλων αλληλουχιών 
πέραν της αλληλουχίας-στόχου). Το MgCl2 συχνά προστίθεται ξεχωριστά από το ρυθµιστικό διάλυµα της PCR, κυρίως σε 
πειράµατα τα οποία έχουν ως στόχο τη βελτιστοποίηση της αντίδρασης, ώστε να µπορεί κανείς να δοκιµάσει διαφορετικές 
συγκεντρώσεις του. 
 

ΠΡΟΒΛΗΜΑ: 
 
 Έχετε παρασκευάσει τα ακόλουθα πυκνά διαλύµατα (µελετήστε τα Κεφάλαια 12 και 14 για περισσότερες 

λεπτοµέρειες σχετικά µε την παρασκευή των αντιδραστηρίων). Πόσο όγκο από το καθένα θα χρειαστείτε 
προκειµένου να παρασκευάσετε 1.000 µL ρυθµιστικού διαλύµατος της PCR 10×; 

 

ΠΥΚΝΑ Δ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ   ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΟ Δ∆ΙΑΛΥΜΑ ΤΗΣ PCR 10×   
Tris 1 M, pH 8,3      Tris 100 mM, pH 8,3 
KCl 1 M       KCl 500 mM 
MgCl2 1 M       MgCl2 15 mM  

            νερό µέχρι τελικό όγκο 1.000 µL 
 

ΑΠΑΝΤΗΣΗ: 
 
 Το πρόβληµα αυτό αποτελεί µια κλασική περίπτωση αραίωσης όπου από ένα πυκνό διάλυµα παρα-

σκευάζουµε ένα αραιότερο. Εποµένως, εφαρµόζουµε την εξίσωση C1V1 = C2V2. Χρησιµοποιούµε την 
εξίσωση τρεις φορές, µία για κάθε συστατικό. (Να σηµειωθεί ότι 1 M = 1.000 mM.) 

 

Για το Tris:  (1.000 mM) (;) = (100 mM) (1.000 µL)  ; = 100 µL 

Για το KCl:  (1.000 mM) (;) = (500 mM) (1.000 µL)  ; = 500 µL 

Για το MgCl2:  (1.000 mM) (;) = (15 mM) (1.000 µL)  ; = 15 µL 
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ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΟ Δ∆ΙΑΛΥΜΑ ΤΗΣ PCR 10×  
    ΣΥΣΤΑΤΙΚΟ    ΟΓΚΟΣ    ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΩΣΗ  
    Tris 1 M, pH 8,3   100 µL     100 mM 
    KCl 1 M      500 µL     500 mM 
    MgCl2 1 M       15 µL       15 mM 
    νερό      385 µL 
 

 
Αποθηκεύουµε το πυκνό (10×) ρυθµιστικό διάλυµα της PCR έως ότου χρειαστεί. Όταν πρόκειται να 

πραγµατοποιήσουµε µια PCR, προσθέτουµε από αυτό στην αντίδραση όσο όγκο χρειάζεται ώστε η τελική 
συγκέντρωσή του να είναι 1×. 
 

ΠΡΟΒΛΗΜΑ: 
 
 Ας υποθέσουµε πως επιθυµείτε ο τελικός όγκος µιας αντίδρασης PCR να είναι 50 µL. Πόσο όγκο ρυθµι-

στικού διαλύµατος της PCR 10× πρέπει να συµπεριλάβετε στην αντίδραση; 
 

ΑΠΑΝΤΗΣΗ: 
 
 Το πρόβληµα αυτό αποτελεί µια κλασική περίπτωση αραίωσης όπου από ένα πυκνό διάλυµα παρα-

σκευάζουµε ένα αραιότερο. Εποµένως, θα χρησιµοποιήσουµε την εξίσωση C1V1 = C2V2.  
 

 

   C1   V1 = C2     V2

(10×) (;) = (1×) (50 µL)
  ; = 5 µL 

 
Συνεπώς, για µια αντίδραση 50 µL θα χρησιµοποιήσουµε 5 µL πυκνού (10×) ρυθµιστικού διαλύµατος 

  της PCR. 
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ΕΝΟΤΗΤΑ 24.5 

ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ 
 

Οι εκκινητές είναι µονόκλωνα ολιγονουκλεοτίδια µε µήκος συνήθως 18-28 bp, συµπληρωµατικά µε τις 
αλληλουχίες εκατέρωθεν του DNA-στόχου. Οι εκκινητές είναι απαραίτητο συστατικό της PCR, καθώς οι 
DNA πολυµεράσες ξεκινούν από αυτούς τον πολυµερισµό των νουκλεοτιδίων. Η βέλτιστη συγκέντρωση των 
εκκινητών ποικίλλει και προσδιορίζεται εµπειρικά. Αν βρίσκονται σε υψηλή συγκέντρωση, µπορεί να 
προκαλέσουν τον πολλαπλασιασµό επιπλέον αλληλουχιών πέραν της επιθυµητής αλληλουχίας-στόχου, ενώ 
όταν βρίσκονται σε χαµηλή συγκέντρωση, µπορεί η απόδοση της αντίδρασης να είναι περιορισµένη. Όπως 
φαίνεται στον Πίνακα 1, η συγκέντρωση των εκκινητών στην PCR είναι τυπικά 0,05-2 mM. 
 

Ας υποθέσουµε πως έχουµε στη διάθεσή µας εκκινητές οι οποίοι έχουν συντεθεί από µια εµπορική 
εταιρεία. Είναι πιθανό να τους έχουµε παραλάβει λυοφιλιωµένους (αφυδατωµένους) σε ένα φιαλίδιο, µαζί µε 
κάποιο πιστοποιητικό µε πληροφορίες γι’ αυτούς. Οι αφυδατωµένοι εκκινητές πρέπει να ενυδατωθούν, 
κατόπιν να κατανεµηθούν σε ξεχωριστά σωληνάρια και να αποθηκευτούν στην κατάψυξη.  
 

Για παράδειγµα, ας υποθέσουµε πως έχουµε αγοράσει δύο εκκινητές των οποίων το πιστοποιητικό 
ανάλυσης φαίνεται στην Εικόνα 3. Το πιστοποιητικό αυτό παρέχει µια σειρά από σηµαντικές πληροφορίες: 
 

• Στις δύο πρώτες στήλες αναφέρονται τα ονόµατα των εκκινητών και ένας αριθµός που τους αποδίδεται. 
 

• Κατόπιν, αναφέρεται το µήκος τους (σε νουκλεοτίδια) και το µοριακό τους βάρος. Το µοριακό τους 
βάρος µπορούµε να το υπολογίσουµε κι εµείς µε βάση την αλληλουχία τους, όπως µάθαµε στην 
Ενότητα 22.10. 

 
• Στη συνέχεια, αναφέρεται η θερµοκρασία τήξης τους. Η θερµότητα διασπά τους δεσµούς υδρογόνου 

που συγκρατούν τις αλυσίδες των δίκλωνων νουκλεϊκών οξέων. ΩΩς θερµοκρασία τήξης (Τm) ορίζεται 
η θερµοκρασία στην οποία τα µισά µόρια του εκκινητή ζευγαρώνουν µε τη µήτρα DNA, ενώ τα άλλα 
µισά δε σταθεροποιούνται πάνω σε αυτήν και παραµένουν ελεύθερα. Σε µια PCR είναι σηµαντικό να 
γνωρίζουµε το Τm των εκκινητών. Αν η θερµοκρασία στο στάδιο της υβριδοποίησης υπερβαίνει 
σηµαντικά το Τm, οι εκκινητές δε θα προσδεθούν αποτελεσµατικά στη µήτρα DNA. Αντίθετα, αν η 
θερµοκρασία είναι πολύ χαµηλή, οι εκκινητές τείνουν να προσδεθούν µη ειδικά και σε άλλες, τυχαίες 
αλληλουχίες του DNA µε τις οποίες εµφανίζουν µερική συµπληρωµατικότητα. Κάτι τέτοιο µπορεί να 
οδηγήσει στον πολλαπλασιασµό παραπροϊόντων. 

 
• Ακολουθούν τρεις στήλες όπου αναφέρονται στοιχεία σχετικά µε την ποσότητα του εκκινητή που 

περιέχεται σε κάθε φιαλίδιο, η οποία προσδιορίζεται φασµατοφωτοµετρικά. Η οπτική πυκνότητα (OD, 
Optical Density) είναι το ίδιο µέγεθος µε την απορρόφηση (βλ. Ενότητα 22.12). Όπως είχαµε πει, OD 
(στα 260 nm) ίση µε 1 αντιστοιχεί σε συγκέντρωση ολιγονουκλεοτιδίου περίπου 33 µg/mL. Οι 
ελαφρώς διαφορετικές τιµές που αναφέρονται εδώ (31,8 και 31,0 µg/OD) είναι πιο ακριβείς, καθώς 
βασίζονται στην αλληλουχία των συγκεκριµένων ολιγονουκλεοτιδίων. Η OD στην επόµενη στήλη 
είναι η τιµή που προσδιόρισε µε ένα φασµατοφωτόµετρο ο κατασκευαστής των εκκινητών κατά τον 
έλεγχό τους. Αν πολλαπλασιάσουµε τα µg/OD µε την OD, θα βρούµε πόσα µg εκκινητή περιέχονται 
στο αντίστοιχο φιαλίδιο. Η πληροφορία αυτή αναγράφεται στην επόµενη στήλη. 

 
• Η στήλη «nmol» υποδεικνύει την ποσότητα κάθε εκκινητή σε nmol. Όπως θα δούµε σε ένα πρόβληµα 

παρακάτω, θα µπορούσαµε να υπολογίσουµε την τιµή αυτή µε βάση τα µg των εκκινητών. 
 

• Τέλος, στη δεξιά στήλη αναφέρονται οι αλληλουχίες των εκκινητών. 
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ΕΙΚΟΝΑ 3 

 
 

Εικόνα 3. Πιστοποιητικό ανάλυσης που συνοδεύει δύο εκκινητές, οι οποίοι έχουν συντεθεί από µια 
εµπορική εταιρεία. Οι πληροφορίες που αναφέρονται στο πιστοποιητικό επεξηγούνται στο κείµενο. 
 

Πριν ετοιµάσουµε τα πυκνά διαλύµατα των εκκινητών, καλό είναι να µελετήσουµε το πρωτόκολλο που 
πρόκειται να ακολουθήσουµε. Για παράδειγµα, στο Πρωτόκολλο 1, το οποίο περιγράφεται στον Πίνακα 2, 
για την ενυδάτωση των εκκινητών χρησιµοποιείται τόσος όγκος νερού ώστε η συγκέντρωση του πυκνού 
διαλύµατος που θα προκύψει να είναι 50 pmol/µL, ενώ σε κάθε αντίδραση προστίθεται 1 µL από το πυκνό 
διάλυµα κάθε εκκινητή. Στο Πρωτόκολλο 2, το οποίο περιγράφεται στον Πίνακα 3, η συγκέντρωση του 
πυκνού διαλύµατος των εκκινητών και οι ακριβείς τελικές συγκεντρώσεις τους σε κάθε αντίδραση δεν 
προσδιορίζονται. Ο χρήστης πρέπει να αποφασίσει ποια θα είναι η συγκέντρωση των πυκνών διαλυµάτων του 
και η τελική συγκέντρωση των εκκινητών στην αντίδραση και έπειτα να υπολογίσει τον όγκο του πυκνού 
διαλύµατος που θα χρειαστεί να προσθέσει σε κάθε αντίδραση. 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3 

ΠΡΩΩΤΟΚΟΛΛΟ ΓΙΑ PCR 2 

ΣΥΣΤΑΤΙΚΟ ΟΓΚΟΣ ΑΝΑ ΑΝΤΙΔ∆ΡΑΣΗ ΤΕΛΙΚΗ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΩΣΗ 

Ρυθµιστικό διάλυµα µε MgCl2 (5×) 10 µL  1× 

dNTP (10 mM το καθένα) 1 µL 0,2 mM από κάθε dNTP 

Εµπρόσθιος εκκινητής x µL 0,1-1,0 µM 

Ανάστροφος εκκινητής y µL 0,1-1,0 µM 

DNA πολυµεράση Taq (5 U/µL) 0,25 µL 1,25 U 

Μήτρα DNA z µL < 0,5 µg/50 µL 

Νερό Όσο απαιτείται ώστε ο τελικός 
όγκος της αντίδρασης (µε τη 
µήτρα DNA) να είναι 50 µL. 

 

Βασισµένο σε ένα πρωτόκολλο της εταιρείας Promega Corporation. 

 
Στα δύο παρακάτω προβλήµατα επεξηγούνται οι υπολογισµοί που αφορούν τους εκκινητές στα πρωτόκολλα 

τα οποία παρουσιάζονται στους Πίνακες 2 και 3. 
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ΠΡΟΒΛΗΜΑ: 
 
 Στο πρόβληµα αυτό φαίνεται ο τρόπος υπολογισµού του όγκου του νερού στον οποίο πρέπει να 

επαναδιαλυθεί ένας εκκινητής ώστε η συγκέντρωσή του στο πυκνό διάλυµα να είναι 50 pmol/µL 
(βλ. Πίνακα 2). 

 
 Έστω ότι έχετε στη διάθεσή σας ένα φιαλίδιο που περιέχει 72 nmol από τον πρώτο εκκινητή (όπως 

φαίνεται στο πιστοποιητικό ανάλυσης στην Εικόνα 3). Σε πόσο όγκο θα ενυδατώσετε τον λυοφιλιωµένο 
εκκινητή προκειµένου να έχει συγκέντρωση 50 pmol/µL; 

 
ΑΠΑΝΤΗΣΗ: 

 
Ξεκινάµε µετατρέποντας τα nmol σε pmol: 
 
72 nmol = 72.000 pmol 

 
 Στη συνέχεια, µπορούµε να χρησιµοποιήσουµε µια εξίσωση αναλογίας (βλ. Κεφάλαιο 6): Αν χρειαζό-

µαστε συγκέντρωση 50 pmol/µL, τότε σε πόσα µL πρέπει να ενυδατωθούν τα 72.000 pmol; 
 

 

50 pmol

1µL
=

72.000 pmol

;
 ; = 1.440 µL 

 
 Εποµένως, θα επαναδιαλύσουµε τον εκκινητή σε 1.440 µL νερού ή ρυθµιστικού διαλύµατος. (Ο όγκος 

του λυοφιλιωµένου εκκινητή υποτίθεται πως είναι αµελητέος.) Όταν πρόκειται να πραγµατοποιήσουµε 
µια PCR ακολουθώντας το πρωτόκολλο του Πίνακα 3, θα χρησιµοποιήσουµε 1 µL από αυτό το πυκνό 
διάλυµα του εκκινητή. 

 
 (Δ∆ιαθέτουµε επίσης 54,9 nmol από τον δεύτερο εκκινητή, όπως φαίνεται στην Εικόνα 3. Εποµένως, θα 

τον διαλύσουµε σε 1.098 µL νερού ή ρυθµιστικού διαλύµατος προκειµένου το πυκνό διάλυµα να έχει 
συγκέντρωση 50 pmol/µL.) 

 

 
ΠΡΟΒΛΗΜΑ: 

 
 Στο πρόβληµα αυτό φαίνεται ο τρόπος υπολογισµού του όγκου του νερού στον οποίο πρέπει να 

επαναδιαλυθεί ένας εκκινητής ώστε η συγκέντρωσή του στο πυκνό διάλυµα να είναι 0,1-1 µM 
(βλ. Πίνακα 3).  

 
 Στο πρωτόκολλο του Πίνακα 3 δεν προσδιορίζεται η συγκέντρωση του πυκνού διαλύµατος των δύο 

εκκινητών, εποµένως πρέπει να την καθορίσουµε εµείς. Θα ήταν χρήσιµο να εκφράσουµε τις συγκε-
ντρώσεις των πυκνών διαλυµάτων σε µM, καθώς η τελική συγκέντρωση των εκκινητών στην αντί-
δραση είναι 0,1-1 µM. Ας υποθέσουµε, για παράδειγµα, πως επιλέγουµε ως συγκέντρωση τα 20 µM. 
(Η Sigma Corporation συστήνει την αποθήκευση των εκκινητών σε συγκέντρωση τουλάχιστον 20 µM, 
επειδή θεωρεί πως τα ολιγονουκλεοτίδια είναι λιγότερο σταθερά όταν αποθηκεύονται σε χαµηλότερες 
συγκεντρώσεις.) 

 
 α. Σε πόσο όγκο θα ενυδατώσετε τα 72 nmol του λυοφιλιωµένου εκκινητή προκειµένου το πυκνό 

διάλυµα να έχει συγκέντρωση 20 µM; 
 
 β. Όταν πρόκειται να πραγµατοποιήσετε µια PCR, πόσο όγκο πυκνού διαλύµατος κάθε εκκινητή θα 

χρειαστείτε ανά αντίδραση προκειµένου η τελική του συγκέντρωση να είναι 1 µM; 
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ΑΠΑΝΤΗΣΗ: 
 

α. Ξεκινάµε µετατρέποντας τα 72 nmol σε µmol: 
 

72 nmol = 0,072 µmol 
 

  Εξ ορισµού, ένα διάλυµα που έχει συγκέντρωση 20 µM περιέχει 20 µmol σε 1 λίτρο  (1 L = 106 µL).  
   Μπορούµε λοιπόν να χρησιµοποιήσουµε την ακόλουθη εξίσωση αναλογίας: 
 

 

20 µmol

106 µL
=

0,072 µmol

;
  ; = 3.600 µL 

 
  Εποµένως, αν επαναδιαλύσουµε αυτόν τον εκκινητή σε 3.600 µL νερού ή ρυθµιστικού διαλύµατος,  
   θα έχουµε ένα πυκνό διάλυµα µε συγκέντρωση 20 µM. 
 
  (Δ∆ιαθέτουµε επίσης 54,9 nmol από τον δεύτερο εκκινητή, όπως φαίνεται στην Εικόνα 3. Εποµένως, 

θα τον διαλύσουµε σε 2.745 µL νερού ή ρυθµιστικού διαλύµατος προκειµένου το πυκνό διάλυµα να 
έχει συγκέντρωση 20 pmol/µL.)  

 
 β. Το πρόβληµα αυτό αποτελεί µια κλασική περίπτωση αραίωσης όπου από ένα πυκνό διάλυµα παρα-

σκευάζουµε ένα αραιότερο. Σύµφωνα µε τον Πίνακα 3, ο τελικός όγκος κάθε αντίδρασης είναι 50 µL. 
Μπορούµε λοιπόν να χρησιµοποιήσουµε την ακόλουθη εξίσωση αναλογίας: 

 

 

    C1     V1    = C2         V2

(20 µM) (;)  =  (1µM) × (50 µL)
   ; = 2,5 µL 

 
Εποµένως, θα χρησιµοποιήσουµε 2,5 µL από το πυκνό διάλυµα κάθε εκκινητή ανά αντίδραση. 
 

 
 

ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΑ ΓΙΑ ΕΞΑΣΚΗΣΗ 
 
1. Για τον πρώτο εκκινητή της Εικόνας 3, να δείξετε ότι 411,3 µg ≈  72 nmol. 
 
2. Για τον δεύτερο εκκινητή της Εικόνας 3, να δείξετε ότι 342,0 µg ≈  54,9 nmol. 
 
3. Οι συγκεντρώσεις του πυκνού διαλύµατος των εκκινητών στο Πρωτόκολλο 1 είναι 50 pmol/µL. Από 

το πυκνό διάλυµα κάθε εκκινητή προσθέτετε 1 µL σε 100 µL τελικού όγκου αντίδρασης. Ποια είναι η 
συγκέντρωση κάθε εκκινητή στην αντίδραση εκφρασµένη σε µM; Βρίσκεται η τιµή που προκύπτει 
εντός του εύρους των τιµών συγκέντρωσης των εκκινητών στον Πίνακα 1; 

 

 
 

ΑΠΑΝΤΗΣΕΙΣ 
 
1. Προκειµένου να µετατρέψουµε τα µικρογραµµάρια σε nmol, πρέπει να γνωρίζουµε το µοριακό βάρος 

του εκκινητή. Αυτό, όπως υποδεικνύεται στο πιστοποιητικό ανάλυσης της Εικόνας 3, είναι 5.716,7. 
Ακόµα όµως και αν δε µας δινόταν έτοιµο, θα µπορούσαµε να το υπολογίσουµε µε βάση την αλληλουχία 
του εκκινητή (βλ. Ενότητα 22.10, πρόβληµα για εξάσκηση 1). 
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Μοριακό βάρος 5.716,7 σηµαίνει πως 1 mol του συγκεκριµένου ολιγονουκλεοτιδίου ζυγίζει 5.716,7 g.  
Εποµένως, 1 nmol ζυγίζει: 

    5.716,7 × 10−9 g = 5,7167 µg  

 Αν 1 nmol ζυγίζει 5,7167 µg, τότε πόσα nmol είναι τα 411,3 µg; 

   
 

1 nmol

5,7167 µg
=

;

411,3µg
  ; ≈ 72 nmol 

 
2. Το µοριακό βάρος αυτού του εκκινητή, όπως φαίνεται στο πιστοποιητικό ανάλυσης της Εικόνας 3, είναι 

6.227,9. Θα µπορούσαµε επίσης να το υπολογίσουµε µε βάση την αλληλουχία του εκκινητή (βλ. Ενότητα 
22.10, πρόβληµα για εξάσκηση 1). 

Μοριακό βάρος 6.227,9 σηµαίνει πως 1 mol του συγκεκριµένου ολιγονουκλεοτιδίου ζυγίζει 6.227,9 g. 

Εποµένως, 1 nmol ζυγίζει: 

    6.227,9 × 10−9 g = 6,2279 µg  

  Αν 1 nmol ζυγίζει 6,2279 µg, τότε πόσα nmol είναι τα 342,0 µg; 

  
 

1 nmol

6,2279 µg
=

;

342,0 µg
  ; ≈ 54,9 nmol 

 
3. Εξ ορισµού, 1 µM = 1 µmol/L. 

 Η συγκέντρωση κάθε εκκινητή είναι 50 pmol/µL και προσθέτουµε 1 µL στην αντίδραση, εποµένως 
προσθέτουµε 50 pmol. Αυτά τα 50 pmol βρίσκονται σε όγκο 100 µL. Εποµένως: 

  
 

50 pmol

100 µL
=

50 × 10−6 µmol

100 µL
=

50 × 10−6 µmol

100 × 10−6 L
=

0,5µmol

L
= 0,5 µM  

Η τιµή που προκύπτει βρίσκεται εντός του εύρους των τιµών συγκέντρωσης των εκκινητών στον Πίνακα 1. 
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ΕΝΟΤΗΤΑ 24.6 

ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔ∆ΙΑ 
 

Η συγκέντρωση του µείγµατος των dNTP πάντα αφορά καθένα από τα τέσσερα τριφωσφορικά ξεχωριστά 
δεοξυριβονουκλεοτίδια. Αυτό σηµαίνει πως, όταν λέµε ότι «ένα µείγµα dNTP έχει συγκέντρωση 2,5 mM», 
εννοούµε πως περιέχει 2,5 mM από καθένα από τα τέσσερα νουκλεοτίδια (dATP, dCTP, dGTP και dTTP), 
δηλαδή η συνολική συγκέντρωσή του σε νουκλεοτίδια είναι 10 mM. Μπορούµε να αγοράσουµε έτοιµο ένα 
µείγµα dNTP ή να αγοράσουµε ξεχωριστά κάθε νουκλεοτίδιο και να παρασκευάσουµε το µείγµα µόνοι µας. 
 

Τα ξεχωριστά dNTP συνήθως πωλούνται σε συγκέντρωση 100 mM. Αυτά τα χρησιµοποιούµε για να 
παρασκευάσουµε ένα πυκνό διάλυµα στο οποίο η συγκέντρωση κάθε νουκλεοτιδίου είναι συνήθως µεταξύ 
2,5 mM και 10 mM. Στη συνέχεια, αυτό το πυκνό διάλυµα το µοιράζουµε σε σωληνάρια και το αποθηκεύουµε 
µέχρι να το χρειαστούµε. Ας υποθέσουµε πως θέλουµε να παρασκευάσουµε 20 µL ενός πυκνού µείγµατος 
dNTP, στο οποίο κάθε νουκλεοτίδιο έχει συγκέντρωση 10 mM. Χρησιµοποιούµε την εξίσωση C1V1 = C2V2: 
 

 

     C1      V1 = C2       V2

100 mM (;) = 10 mM (20 µL)
                    ; = 2 µL 

 
Εποµένως, αναµειγνύουµε τα ακόλουθα συστατικά: 
 

ΑΓΟΡΑΣΜΕΝΟ 
ΣΥΣΤΑΤΙΚΟ 

ΠΟΣΟΤΗΤΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΩΣΗ ΠΥΚΝΟΥ 
Δ∆ΙΑΛΥΜΑΤΟΣ 

dATP 100 mM   2 µL 10 mM 

dGTP 100 mM   2 µL 10 mM 

dCTP 100 mM    2 µL 10 mM 

dTTP 100 mM    2 µL 10 mM 

Νερό 12 µL  

 20 µL  

 
Όταν πρόκειται να πραγµατοποιήσουµε µια PCR, πόσο όγκο από το πυκνό διάλυµα των dNTP θα 

χρειαστούµε; Ας υποθέσουµε πως ο όγκος της αντίδρασης θα είναι 50 µL και θέλουµε η τελική συγκέντρωση 
κάθε dNTP να είναι 200 µM. Πρόκειται πάλι για ένα πρόβληµα στο οποίο θα χρησιµοποιήσουµε την εξίσωση 
C1V1 = C2V2. Πριν βάλουµε τις αριθµητικές τιµές στην εξίσωση, πρέπει να σιγουρευτούµε πως οι µονάδες 
συγκέντρωσης ταιριάζουν µεταξύ τους. (10 mM = 10.000 µM.) 
 

 

        C1            V1  =    C2            V2

(10.000 µM) × (;) = (200 µM) × (50 µL)
          ; = 1 µL 
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ΕΝΟΤΗΤΑ 24.7 
DNA ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗ 

 
Το ένζυµο που χρησιµοποιείται συνηθέστερα στην PCR είναι η DNA πολυµεράση Taq. ΩΩστόσο, συχνά 

χρησιµοποιούνται και άλλες DNA πολυµεράσες. Οποιαδήποτε πολυµεράση και αν χρησιµοποιούµε, πρέπει 
να είναι θερµοσταθερή, διαφορετικά θα καταστρέφεται στις θερµοκρασίες που απαιτούνται για την 
αποδιάταξη του δίκλωνου DNA. Αν το ένζυµο καταστρεφόταν, θα ήταν απαραίτητο να προστίθεται εκ νέου 
σε κάθε κύκλο της αντίδρασης, γεγονός που θα καθιστούσε την πραγµατοποίηση της PCR ιδιαίτερα περί-
πλοκη. 
 

Στις περισσότερες περιπτώσεις, η τελική συγκέντρωση της DNA πολυµεράσης Taq στην αντίδραση είναι 
0,025 µονάδες/µL (U/µL). Πολύ υψηλή συγκέντρωση ενζύµου µπορεί να οδηγήσει στον πολλαπλασιασµό 
παραπροϊόντων, ενώ αν δεν υπάρχει αρκετή ποσότητα ενζύµου, παράγεται λιγότερο προϊόν. Ας υποθέσουµε 
πως ο όγκος της αντίδρασής µας είναι 50 µL και το πυκνό διάλυµα της DNA πολυµεράσης Taq που έχουµε 
στη διάθεσή µας έχει συγκέντρωση DNA 5 U/µL. Στο µείγµα της αντίδρασης θέλουµε το ένζυµο να 
βρίσκεται σε συγκέντρωση 0,025 U/µL. 
 

Χρησιµοποιούµε την εξίσωση C1V1 = C2V2 προκειµένου να υπολογίσουµε πόσο όγκο από το πυκνό 
διάλυµα θα χρειαστούµε: 
 

 

     C1         V1    =           C2                V2

(5 U/µL) × (;) = (0,025 U/µL) × (50 µL)
 ; = 0,25 µL 

 
Θα ήταν πολύ δύσκολο να µετρήσουµε µε ακρίβεια έναν τόσο µικρό όγκο. ΩΩστόσο, όπως είδαµε παραπάνω, 
συνήθως παρασκευάζουµε ένα κεντρικό µείγµα, στο οποίο προσθέτουµε το ένζυµο και άλλα συστατικά στις 
ποσότητες που χρειάζονται για τον συνολικό αριθµό αντιδράσεων που πρόκειται να πραγµατοποιήσουµε. Αν 
δεν παρασκευάσουµε κεντρικό µείγµα, τότε θα πρέπει να αραιώσουµε το πυκνό διάλυµα του ενζύµου έτσι 
ώστε ο όγκος που θα προσθέσουµε σε κάθε αντίδραση να είναι µεγαλύτερος από 0,25 µL.  
 

ΠΡΟΒΛΗΜΑ ΓΙΑ ΕΞΑΣΚΗΣΗ 
 
Ποια είναι η τελική συγκέντρωση της DNA πολυµεράσης Taq στο Πρωτόκολλο 1 του Πίνακα 2 και στο 
Πρωτόκολλο 2 του Πίνακα 3; Να συγκρίνετε τις συγκεντρώσεις αυτές µεταξύ τους και µε το προτεινόµενο 
στον Πίνακα 1 εύρος συγκεντρώσεων για την DNA πολυµεράση. 
 

 
ΑΠΑΝΤΗΣΗ 

 
Πρωτόκολλο 1: 

Προσθέτουµε 0,5 µL από το πυκνό διάλυµα του ενζύµου, το οποίο έχει συγκέντρωση 5 U/µL. Εποµένως, 
έχουµε 2,5 µονάδες σε µια αντίδραση όγκου 100 µL, δηλαδή 2,5 U/100 µL = 0,025 U/µL. 
 
Πρωτόκολλο 2: 
Προσθέτουµε 0,25 µL από το πυκνό διάλυµα του ενζύµου, το οποίο έχει συγκέντρωση 5 U/µL. Εποµένως, 
έχουµε 1,25 µονάδες σε µια αντίδραση όγκου 50 µL, δηλαδή 1,25 U/50 µL = 0,025 U/µL. 
 
Άρα, οι συγκεντρώσεις είναι οι ίδιες και στα δύο πρωτόκολλα και εµπίπτουν στο προτεινόµενο στον Πίνακα 
1 εύρος συγκεντρώσεων για την DNA πολυµεράση. 
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ΕΝΟΤΗΤΑ 24.8 

ΜΗΤΡΑ 
 

Η µήτρα της PCR ποικίλλει. Μπορεί να είναι πλασµιδιακό, ιικό ή γονιδιωµατικό DNA. Εναλλακτικά 
µπορεί να είναι cDNA παρασκευασµένο από RNA. Άλλοτε υπάρχει σε σηµαντικές ποσότητες, ενώ σε άλλες 
περιπτώσεις, για παράδειγµα σε ιατροδικαστικά δείγµατα και σε αναλύσεις αρχαίων δειγµάτων, η διαθέσιµη 
ποσότητα είναι πολύ περιορισµένη. Επίσης, η αλληλουχία-στόχος µπορεί να συνιστά µεγάλο τµήµα της µήτρας 
DNA ή, αντίθετα, ενδέχεται να αποτελεί ένα αναλογικά πολύ µικρό τµήµα αυτής. Για παράδειγµα, το DNA που 
χρησιµοποιείται ως µήτρα µπορεί να είναι ένα πλασµίδιο µεγέθους 4 Kb και η αλληλουχία-στόχος να έχει 
µέγεθος 1 Kb. Στην περίπτωση αυτή, η αλληλουχία-στόχος αναλογεί στο 25% της µήτρας DNA. ΩΩστόσο, µια 
αλληλουχία-στόχος µεγέθους 1 Kb µέσα στο ανθρώπινο γονιδίωµα 3,2×109 bp αντιπροσωπεύει µόνο περίπου 
το 0,00003% της µήτρας DNA. Προκειµένου να έχουµε την αλληλουχία-στόχο στην ίδια συγκέντρωση όπως 
στο παράδειγµα µε το πλασµίδιο, απαιτείται περίπου 800.000 φορές περισσότερο ανθρώπινο γονιδιωµατικό 
DNA. Εποµένως, είναι εύκολο να πετύχουµε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις της αλληλουχίας-στόχου όταν 
χρησιµοποιούµε πλασµίδια, όχι όµως και όταν χρησιµοποιούµε γονιδιωµατικό DNA. Να σηµειωθεί πως, όταν 
χρησιµοποιείται πολύ µεγάλη ποσότητα DNA σε µια αντίδραση, αυξάνεται η πιθανότητα µη ειδικού 
πολλαπλασιασµού περιοχών πέραν της αλληλουχίας-στόχου και κατά συνέπεια αυξάνεται η πιθανότητα 
εµφάνισης παραπροϊόντων. Από την άλλη πλευρά, αν η συγκέντρωση της αλληλουχίας-στόχου είναι χαµηλή, 
αυξάνεται η πιθανότητα η τελική ποσότητα του προϊόντος να είναι µικρότερη του επιθυµητού. 
 

To DNA που χρησιµοποιείται ως µήτρα ποικίλλει. Γι’ αυτόν τον λόγο δεν υπάρχει ένα συγκεκριµένο 
εύρος συγκεντρώσεων εντός του οποίου πρέπει να περιλαµβάνεται το DNA στην αντίδραση. Θα πρέπει όµως 
να τηρούνται οι ακόλουθες γενικές οδηγίες: 
 

• Ο όγκος της µήτρας δεν πρέπει να υπερβαίνει το 1/10 του συνολικού όγκου της αντίδρασης (π.χ. όχι 
περισσότερα από 5 µL σε µια αντίδραση όγκου 50 µL). 

 

• Συνήθως σε µια αντίδραση δεν προστίθενται περισσότερα από 500 ng ανθρώπινου γονιδιωµατικού 
DNA. 

 

• Η τυπική ποσότητα για βακτηριακό γονιδιωµατικό DNA είναι 1-10 ng. 
 

• Η τυπική ποσότητα για πλασµιδιακό DNA είναι 0,1-1 ng. 
 

• Στις ιατροδικαστικές µελέτες µπορεί να χρησιµοποιηθούν µόλις 0,5-10 ng ανθρώπινου γονιδιωµατικού 
DNA. Υπάρχουν διαθέσιµα εµπορικά κιτ και ειδικά πρωτόκολλα προκειµένου να βελτιστοποιηθεί ο 
πολλαπλασιασµός µιας αλληλουχίας-στόχου όταν ξεκινάει κάποιος από τόσο µικρές ποσότητες DNA. 

 
Ας υποθέσουµε πως έχουµε στη διάθεσή µας ένα πρωτόκολλο, όπως το Πρωτόκολλο 1 (Πίνακας 2) το 

οποίο καθορίζει τον αριθµό των αντιγράφων του στόχου που θα προσθέσουµε: 105-106 αντίγραφα σε 10 µL 
διαλύµατος. Για να υπολογίσουµε τον αριθµό των αντιγράφων που έχουµε στη διάθεσή µας, είναι απαραίτητο 
να γνωρίζουµε τον αριθµό των αντιγράφων της µήτρας που διαθέτουµε και επίσης πόσες φορές ο συγκεκριµένος 
στόχος συναντάται σε κάθε αντίγραφο της µήτρας. Κάποιες αλληλουχίες-στόχοι συναντώνται µόνο µία φορά 
στο ανθρώπινο γονιδίωµα, ενώ άλλες συναντώνται περισσότερες φορές. 
 

Μπορούµε να µετατρέψουµε τις µονάδες βάρους του DNA, όπως µg ή ng, σε αριθµό µορίων. Η 
µετατροπή από µg σε µόρια έχει αναλυθεί στην Ενότητα 22.11. Επίσης, εδώ παρατίθενται κάποιοι εύχρηστοι, 
γενικοί κανόνες µετατροπών που µπορούµε να χρησιµοποιούµε (από το «PCR Protocols and Applications 
Guide», Promega Corporation, 9/04): 
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•  1 µg RNA 1 Kb ≈ 1,77 × 1012 µόρια  
 

•  1 µg dsDNA 1 Kb ≈ 9,12 × 1011 µόρια  
 

•  1 µg DNA του φάγου λ ≈ 1,9 × 1010 µόρια  
 

•  1 µg γονιδιωµατικού DNA της E.coli = 2 × 108 µόρια  
 

•  1 µg ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA≈ 3,04 × 105 αντίγραφα ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA  

 
 

ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΑ ΓΙΑ ΕΞΑΣΚΗΣΗ 
 

1. Να δείξετε ότι 1 µg ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA περιέχει  3,04 × 105  αντίγραφά του. 
 

2. Να δείξετε ότι 1 µg DNA του φάγου λ περιέχει  1,9 × 1010  µόρια. Το µήκος ενός µορίου DNA του 
φάγου λ είναι 48.502 bp. 

 

3. Να δείξετε ότι 1 µg γονιδιωµατικού DNA του βακτηρίου E. coli περιέχει  2 × 108 µόρια. Το γονιδίωµα 

της E. coli έχει µέγεθος περίπου  4,6 × 106  bp. 
 
4. Αν έχετε στη διάθεσή σας 500 ng ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA, πόσα αντίγραφα ενός γονιδίου-

στόχου θα υπάρχουν, εφόσον το συγκεκριµένο γονίδιο συναντάται µία µόνο φορά στο γονιδίωµα; 
 

 
 

ΑΠΑΝΤΗΣΕΙΣ 
 

1.  Το µέγεθος του ανθρώπινου γονιδιώµατος είναι περίπου  3× 109  bp (βλ. Ενότητα 22.11). 

  Το µοριακό του βάρος είναι:  660 D/bp = 1,98 × 1012 D.  

 Εποµένως, 1 mol ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA ζυγίζει περίπου  1,98 × 1012  g και περιέχει  6,022 × 1023  
αντίγραφα. 

 
Πόσα mol υπάρχουν σε 1 µg; 
 

 

1 mol

1,98 × 1012 g
=

;

1× 10−6 g
 ; =  5,05 × 10−19  mol 

 

 
5,05 × 10−19 mol ×

6,022 × 1023 αντίγραφα

mol
≈ 3,04 × 105 αντίγραφα  

 



Κεφάλαιο 24: Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

 445 

2. Το µοριακό βάρος του DNA του φάγου λ είναι: 
 

 

660 D

1 bp
× (48.502 bp) ≈ 3,201× 107  

 

Εποµένως, 1 mol =  3,201× 107  g και περιέχει  6,022 × 1023  µόρια. 
 
Πόσα mol υπάρχουν σε 1 µg; 
 

 

1 mol

3,201× 107 g
=

;

1× 10−6 g
 ; =  3,12 × 10−14  mol 

 

 
3,12 × 10−14 mol ×

6,022 × 1023 µόρια

mol
≈1,9 × 1010 µόρια  

 

3. Το γονιδίωµα του βακτηρίου E. coli έχει µέγεθος περίπου  4,6 × 106  bp. Το µοριακό βάρος του είναι: 
 

 

660 D

1 bp
× (4,6 × 106 bp) = 3,036 × 109  

 

Εποµένως, 1 mol =  3,036 × 109  g και περιέχει  6,022 × 1023  µόρια.  
 
Πόσα mol υπάρχουν σε 1 µg; 

 

 

1 mol

3,036 × 109 g
      =   

;

1× 10−6 g
 ; =  3,294 × 10−16  mol 

 

 
3,294 × 10−16 mol ×

6,022 × 1023 µόρια

mol
≈ 2 × 108  µόρια  

 

4. Θεωρώντας ότι 1 µg ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA περιέχει  3,04 × 105 αντίγραφά του, πόσα αντίγραφα 
θα υπάρχουν σε 500 ng; 

 

 500 ng = 500 × 10−3 µg = 0,5 µg  
 

 

3,04 × 105  µόρια

1µg
=

;

0,5µg
 ; =  1,52 × 105  αντίγραφα του γονιδίου-στόχου 
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