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Σρανςκριπτομικι 
 

Θ κατανόθςθ τθσ ρφκμιςθσ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ αποτελοφςε πάντα ζνα κομβικό κζμα τθσ 

μοριακισ βιολογίασ. Ακόμα πριν τθν κατανόθςθ τθσ διπλισ ζλικασ του DNA ιταν φανερό ότι τα 

κφτταρα ζπρεπε να διακζτουν πολφπλοκουσ μθχανιςμοφσ για τθ ρφκμιςθ τθσ ποςότθτασ των 

διαφόρων πρωτεϊνϊν τουσ. ΢τθν E. coli, για παράδειγμα, παρά το γεγονόσ ότι κάκε πρωτεΐνθ 

κωδικοποιείται από ζνα μοναδικό γονίδιο, οι ςχετικζσ ποςότθτεσ των διαφόρων πρωτεϊνϊν 

διαφζρουν ςθμαντικά. ΢τουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ θ γονιδιακι ζκφραςθ ιταν ςαφϊσ 

μια πολυπλοκότερθ διαδικαςία, κατά τθν οποία οι ςχετικζσ ποςότθτεσ ενόσ μεγάλου αρικμοφ 

μεταγραφικϊν παραγόντων κακόριηαν τθ χρονικι ςτιγμι, τον τόπο και τθν ποςότθτα του 

γονιδίου που εκφραηόταν. Παραδοςιακά, θ ανάλυςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ γινόταν μζςω 

τθσ ανάλυςθσ ςυγκεκριμζνων μεταγράφων. Μία τεχνικι που χρθςιμοποιοφταν ευρζωσ για 

αυτό το ςκοπό είναι το ςτφπωμα κατά Northern, με το οποίο μπορεί να προςδιοριςτεί θ 

ζκφραςθ ενόσ μόνο ι μερικϊν γονιδίων τθ φορά. Θ προςζγγιςθ αυτι, βζβαια, αδυνατεί να 

κατανοιςει το ςφνολο των παραγόντων που πικανά εμπλζκονται ςτθν πλειοψθφία των 

ςφνκετων διαδικαςιϊν. ΢τθ μετα-γονιδιωματικι εποχι που διανφουμε, που τα γονιδιϊματα 

πολλϊν οργανιςμϊν ζχουν αλλθλουχθκεί, οι νζεσ τεχνολογίεσ τθσ τρανςκριπτομικισ δίνουν τθ 

δυνατότθτα παρακολοφκθςθσ ολόκλθρου του τρανςκροπτόματοσ δθλαδι του πλιρουσ 

ςυνόλου των μετάγραφων RNA που παράγονται από το γονιδίωμα ςε μία οποιαδιποτε 

ςτιγμι. Αυτι θ ςφαιρικι ανάλυςθ μπορεί δϊςει πλθροφορίεσ ςχετικά με τθν αλλθλεπίδραςθ 

γονιδίων και τθν πολυπαραγοντικι φφςθ πολλϊν φαινοτφπων.  

 

Τπάρχουν πολλοί λόγοι που θ μεγάλθσ κλίμακασ ανάλυςθ των προτφπων γονιδιακισ ζκφραςθσ 

μπορεί να είναι χριςιμθ: 

 Για να απαντθκοφν ερωτιςεισ ςχετικά με τθν γονιδιακι ζκφραςθ. Για παράδειγμα, ποια 

γονίδια ενεργοποιοφνται από ζνα ςυγκεκριμζνο μεταγραφικό παράγοντα; Αυτι θ ερϊτθςθ 

μπορεί να απαντθκεί ςυγκρίνοντασ τα πρότυπα γονιδιακισ ζκφραςθσ ςε ιςτοφσ ςτουσ οποίουσ 

ο ςυγκεκριμζνοσ μεταγραφικόσ παράγοντασ είτε είναι ενεργόσ είτε ανενεργόσ. 

 Ανίχνευςθ πρόδρομων microRNA (Xijin et al, 2006).  

 Διάγνωςθ  αςκενειϊν με τθν ταυτοποίθςθ γενετικϊν δειχτϊν (Tanwar et al, 2002) . 

 Ανακάλυψθ νζων φαρμάκων μζςω τθσ ανακάλυψθσ γονιδίων ςτόχων (Seligmann, 2003).  

 

Οι μζκοδοι που χρθςιμοποιοφνται για τθν μελζτθ του τρανςκριπτόματοσ διακρίνονται ςε 

αυτζσ που απαιτείται θ γνϊςθ τθσ αλλθλουχίασ του γονιδιϊματοσ όπωσ οι μικροςυςτοιχίεσ, 

και ςε αυτζσ που δεν απαιτείται προγενζςτερθ γνϊςθ του γονιδιϊματοσ όπωσ θ SAGE (Serial 

Analysis of Gene Expression), θ CAGE, θ MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing), o 

κακοριςμόσ ετικετϊν εκφραηόμενων αλλθλουχιϊν (ESTs) και θ RNA-seq. 

 

 

1. Μζκοδοι τρανςκριπτομικισ που προαπαιτοφν τθ γνϊςθ τθσ αλλθλουχίασ του οργανιςμοφ. 

 

1.1. Μικροςυςτοιχίεσ 
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Οι μικροςυςτοιχίεσ είναι μία τεχνικι τθσ μοριακισ βιολογίασ που μασ επιτρζπει να 

αναλφςουμε τθν μεταγραφι ολόκλθρου του γονιδιϊματοσ. Προκειμζνου να εκφραςτεί ζνα 

γονίδιο πρζπει να μεταγραφεί. Γνωρίηοντασ υπό ποιεσ ςυνκικεσ μεταγράφεται ζνα γονίδιο, 

μπορεί να αποκτιςουμε πλθροφορίεσ και για τθ λειτουργία του γονιδίου.  

Οι μικροςυςτοιχίεσ είναι ζνα ςθμαντικό επίτευγμα όχι μόνο γιατί περιζχουν μεγάλο αρικμό 

γονιδίων αλλά και λόγω του μικροφ μεγζκουσ. Οι μικροςυςτοιχίεσ είναι επίςθσ χριςιμεσ όταν 

κάποιοσ κζλει να μελετιςει μεγάλο αρικμό γονιδίων γριγορα ι όταν το δείγμα που εξετάηεται 

είναι μικρό. Οι μικροςυςτοιχίεσ χρθςιμοποιοφνται για τθν ανάλυςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ 

ςε ζνα δείγμα ι για τθ ςφγκριςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ ςε δφο διαφορετικοφσ κυτταρικοφσ 

τφπουσ ι ςε δφο διαφορετικά δείγματα ιςτϊν, όπωσ ςε υγιείσ και άρρωςτουσ ιςτοφσ. Επειδι οι 

μικροςυςτοιχίεσ μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τθν μελζτθ τθσ ζκφραςθσ εκατοντάδων ι 

χιλιάδων  γονιδίων τθ φορά, υπόςχεται να φζρει επανάςταςθ ςτον τρόπο που οι επιςτιμονεσ 

εξετάηουν τθ γονιδιακι ζκφραςθ. Αν και αυτι θ τεχνολογία είναι ςχετικά καινοφργια, πολλζσ 

ζρευνεσ ζχουν γίνει χρθςιμοποιϊντασ μικροςυςτοιχίεσ. Κακϊσ περιςςότερεσ πλθροφορίεσ 

ςυγκεντρϊνονται, οι επιςτιμονεσ κα είναι ςε κζςθ να απαντοφν εξαιρετικά περίπλοκεσ 

ερωτιςεισ και να διεξάγουν πιο πολφπλοκα πειράματα. ΢υγκεκριμζνα, οι ερευνθτζσ κα 

μποροφν να ςυμπεραίνουν πικανζσ λειτουργίεσ νζων γονιδίων βαςιςμζνοι ςτισ ομοιότθτεσ 

των προφίλ ζκφραςθσ με αυτά γνωςτϊν γονιδίων. Σελικά, αυτζσ οι ζρευνεσ υπόςχονται να 

διευρφνουν το μζγεκοσ των υπαρχόντων γονιδιακϊν οικογενειϊν και να αποκαλφψουν τθ 

ςυντονιςμζνθ γονιδιακι τουσ ζκφραςθ κακϊσ και νζεσ κατθγορίεσ γονιδίων. Επιπλζον, επειδι 

το προϊόν οποιουδιποτε γονίδιου αλλθλεπιδρά με πολλά άλλα προϊόντα γονιδίων, θ 

κατανόθςθ για το πϊσ αυτά τα γονίδια ςυντονίηονται κα είναι εφκολθ μζςω τζτοιων 

αναλφςεων. Θ χριςθ τζτοιων μικροςυςτοιχιϊν ίςωσ επιταχφνει τθν αναγνϊριςθ γονιδίων που 

εμπλζκονται ςτθν ανάπτυξθ διαφόρων αςκενειϊν. Σζλοσ αυτι τεχνικι κα βοθκιςει ςτθν 

εξζταςθ τθσ ολοκλθρωμζνθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ και λειτουργίασ ςε κυτταρικό επίπεδο, 

αποκαλφπτοντασ πϊσ πολλαπλά γονιδιακά προϊόντα ςυνεργάηονται για να ικανοποιιςουν τισ 

ανάγκεσ του κυττάρου (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/microarrays.html).  

 

Οι μικροςυςτοιχίεσ χωρίηονται ςτισ μικροςυςτοιχίεσ ολιγονουκλεοτιδίων και ςε ςτικτζσ 

μικροςυςτοιχίεσ cDNA. Οι μεν πρϊτεσ μπορεί να χρθςιμοποιθκοφν ακόμθ και όταν το 

γονιδίωμα είναι άγνωςτο. Ενϊ οι ςτικτζσ μικροςυςτοιχίεσ μπορεί να χρθςιμοποιθκοφν μόνο ςε 

οργανιςμοφσ με γνωςτό γονιδίωμα, κακϊσ τα cDNAs ι τα mRNAs που ακινθτοποιοφνται πάνω 

ςτα chip είναι μζρθ γνωςτϊν γονιδίων. 

 

1.1.α. Μικροςυςτοιχίεσ ολιγονουκλεοτιδίων 

Με τθν χριςθ τθσ φωτολικογραφίασ δθμιουργοφνται τςιπ (πλακιδίων ολοκλθρωμζνων 

κυκλωμάτων) προκειμζνου να καταςκευαςτοφν μικροςυςτοιχίεσ ςυνκετικϊν 

ολιγονουκλεοτιδίων (Fodor, 1991). Σα mRNA των οποίων τα επίπεδα πρόκειται να 

προςδιοριςτοφν τεμαχίηονται και τα επιμζρουσ κομμάτια τουσ ςθμαίνονται με μια 

φκορίηουςα χρωςτικι. Ενϊ, ςε οριςμζνα πειράματα τα ίδια τα τμιματα mRNA ςθμαίνονται 

απευκείασ, ςτα περιςςότερα  το mRNA μετατρζπεται ςε cDNA, το οποίο και ςθμαίνεται. Θ 

μικροςυςτοιχία εμβαπτίηεται ςτο μείγμα των ςθμαςμζνων τμθμάτων και κακζνα ηευγαρϊνει 
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με το ςυμπλθρωματικό του ςτον αντίςτοιχο τόπο τθσ μικροςυςτοιχίασ. ΢ε κάκε τόπο (κθλίδα) 

βρίςκονται κακθλωμζνα εκατομμφρια αντίγραφα ενόσ ςυγκεκριμζνου ολιγονουκλεοτιδίου 

γνωςτισ αλλθλουχίασ. Μετά τθν υβριδοποίθςθ και το ξζπλυμα του chip (προκειμζνου να 

απομακρυνκοφν τα ςθμαςμζνα τμιματα που δεν υβριδοποιικθκαν), θ μικροςυςτοιχία 

τοποκετείται ςε ειδικι ςυςκευι ανίχνευςθσ, θ οποία ςαρϊνει το chip και μετρά τθν ζνταςθ 

(ποςότθτα) του ςιματοσ φκοριςμοφ που εκπζμπεται από κάκε τόπο. Θ ζνταςθ του φκοριςμοφ 

ςε κάκε ομάδα διαφορετικϊν ολιγονουκλεοτιδίων που αντιςτοιχοφν ςε ζνα ςυγκεκριμζνο 

γονίδιο χρθςιμοποιείται ωσ μζτρο τθσ ποςότθτασ του αντίςτοιχου mRNA ςτο βιολογικό δείγμα 

που εξετάηεται (Watson, 2007). Με αυτι τθν τεχνικι μποροφμε να μελετιςουμε τθν ζκφραςθ 

των γονιδίων και τουσ πολυμορφιςμοφσ.  

 

 
Μικροςυςτοιχίεσ ολιγονουκλεοτιδίων 

 

1.1.β. ΢τικτζσ μικροςυςτοιχίεσ cDNA 

Οι μικροςυςτοιχίεσ είναι κθλίδεσ cDNA γνωςτϊν γονιδίων ενόσ οργανιςμοφ , ενιςχυμζνων με 

PCR, οι οποίεσ τοποκετοφνται με τθν βοικεια ρομποτικισ ςε γυάλινο υπόβακρο (chip) 30mm x 

15mm. Σο chip μπορεί να δεχτεί μζχρι και 40.000 

κθλίδεσ(http://www.genome.gov/page.cfm?pageID=10000533). ΢υλλζγεται RNA από ζνα 

δείγμα αναφοράσ πχ. φυςιολογικόσ ιςτόσ και από το υπό εξζταςθ δείγμα π.χ. κφτταρα όγκου 

(του ίδιου ατόμου). Σα δφο δείγματα μετατρζπονται ςε cDNA με τθν βοικεια αντίςτροφθσ 

μεταγραφάςθσ και ςθμαίνονται με δφο διαφορετικζσ φκορίηουςεσ ομάδεσ (για παράδειγμα, 

με κόκκινθ χρωςτικι τα καρκινικά κφτταρα και με πράςινθ τα φυςιολογικά). Σα δφο δείγματα 

ςυνυβριδίηονται ςτο ίδιο chip, οι χρωςτικζσ διεγείρονται από ζνα laser και το φωσ που 

ανακλάται ςυλλζγεται και αναλφεται. Ο λόγοσ των ποςοτιτων κάκε mRNA ςτο δείγμα 

αναφοράσ και ςτο υπό εξζταςθ δείγμα προςδιορίηονται υπολογίηοντασ ςε κάκε τόπο τθν 

ζνταςθ του φκοριςμοφ  που προζρχεται από κάκε μία από τισ φκορίηουςεσ ομάδεσ. Θ 

ποςότθτα και θ πολυπλοκότθτα των ςθμάτων απαιτοφν ανάλυςθ μζςω υπολογιςτι. Με αυτοφ 

του είδουσ τα chip μποροφμε να ανιχνεφςουμε τθν υπζρ- ι υπό-ζκφραςθ γονιδίων ςε 

αςκζνειεσ ι μετά από επίδραςθ περιβαλλοντικι, φαρμάκου, εντομοκτόνου κ.λ.π. 

http://www.genome.gov/page.cfm?pageID=10000533
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΢τικτζσ μικροςυςτοιχίεσ cDNA 

 

2. Μζκοδοι τρανςκριπτομικισ που δεν προαπαιτοφν τθ γνϊςθ τθσ αλλθλουχίασ του 

οργανιςμοφ. 

 

2.1. EST  (Expressed Sequence Tags = Ετικζτεσ εκφραηόμενων αλλθλουχιϊν) 

 

Σα EST είναι μικρζσ αλλθλουχίεσ DNA (ςυνικωσ 200-500 bp) που παράγονται από τθν 

αλλθλοφχιςθ είτε ενόσ είτε και των δφο άκρων ενόσ εκφραηόμενου γονιδίου. Σο πρόγραμμα 

αλλθλοφχιςθσ των EST αναπτφχκθκε τθν αρχι τθσ δεκαετίασ του 80ϋ όταν ζγινε γνωςτό ότι 

μικρά κομμάτια DNA που αλλθλουχικθκαν από cDNA μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τθν 

ταυτοποίθςθ γονιδίων. Με τθν ζλευςθ τεχνολογιϊν αλλθλοφχιςθσ μεγάλθσ απόδοςθσ και τθν 

αφξθςθ του ενδιαφζροντοσ για τθσ μελζτεσ ολόκλθρου του γονιδιϊματοσ τα ETS αναδφκθκαν 

ωσ ζνα μζςο για τθ γριγορθ ανακάλυψθ γονιδίων (Hillier et al, 2011). To 1992, μία κεντρικι 

τράπεηα πλθροφοριϊν για αλλθλουχίεσ EST, που ονομάηεται dbEST, δθμιουργικθκε ςτο NCBI. 

Οι πλθροφορίεσ του dbEST αρχικά χρθςιμοποιικθκαν για τθν αναγνϊριςθ νζων γονιδίων, για 

τθ δθμιουργία φυςικϊν χαρτϊν, για τθν αναγνϊριςθ μεταλλάξεων που προκαλοφν αςκζνειεσ 

και για τθν εφρεςθ κζςεων ματίςματοσ. Χρθςιμοποιοφνται επίςθσ για τον κακοριςμό 

γονιδιακϊν προφίλ ζκφραςθσ (Skrabanek et al, 2001), κακϊσ ζνασ αποτελεςματικόσ τρόποσ 

απόκτθςθσ πλθροφοριϊν για τθν ζκφραςθ γονιδίων οργανιςμϊν με άγνωςτο γονιδίωμα είναι 

θ αλλθλοφχιςθ μεγάλου αρικμοφ EST. Αν χρθςιμοποιθκοφν από κανονικοποιθμζνεσ 

βιβλιοκικεσ, θ ανάλυςθ των EST μπορεί να δϊςει μια αντιπροςωπευτικι εικόνα του 

γονιδιακοφ προφίλ, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ πολυπλοκότθτασ και τθσ αφκονίασ των 
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επιπζδων των μεταγράφων από διαφορετικοφσ ιςτοφσ, τφπουσ κυττάρων και αναπτυξιακά 

ςτάδια (Ribichich et al, 2005). 

  

2.2. RNA-Seq 

 

Θ RNA-Seq χρθςιμοποιεί τισ πρόςφατα αναπτυγμζνεσ deep-sequencing τεχνολογίεσ. Αρχικά, 

ζνασ πλθκυςμόσ RNA (ολικοφ ι μερικοφ, όπωσ τα mRNA) μετατρζπεται ςε μία βιβλιοκικθ 

τμθμάτων cDNA. Ζπειτα, κατάλλθλοι  προςαρμογείσ ςυνδζονται ςτο ζνα ι και ςτα δφο άκρα, 

κάκε μόριο cDNA ενιςχφεται και ςτθ ςυνζχεια αλλθλουχείται είτε  το ζνα του  άκρο είτε και 

από τα δφο. ΢υνικωσ διαβάηονται 30-400 bp, ανάλογα με τθν τεχνολογία αλλθλοφχιςθσ DNA 

που χρθςιμοποιείται. Μετά τθν αλλθλοφχιςθ, τα διαβαςμζνα κομμάτια αντιςτοιχοφνται με 

γνωςτά γονίδια ι μετάγραφα άλλων οργανιςμϊν, και ταξινομοφνται ςε τρείσ τφπουσ: 

αλλθλουχίεσ εξονίων, αλλθλουχίεσ ςφνδεςθσ και αλλθλουχίεσ  πολφ(Α) άκρων. Οι τρείσ τφποι 

χρθςιμοποιοφνται για να παραχκεί ζνα προφίλ ζκφραςθσ για κάκε γονίδιο. 

 

 
΢χθματικι απεικόνιςθ RNA-Seq 

Θ RNA-Seq προςφζρει πολλά πλεονεκτιματα ςε ςχζςθ με τισ υπάρχουςεσ τεχνολογίεσ. 

Πρϊτον, ςε αντίκεςθ με τισ υπάρχουςεσ προςεγγίςεισ που βαςίηονται ςτθν υβριδοποίθςθ δεν 

περιορίηεται ςτθν ανίχνευςθ μεταγράφων που αντιςτοιχοφν ςε υπάρχουςεσ γονιδιωματικζσ 

αλλθλουχίεσ. Αυτό κάνει τθν RNA-Seq ιδιαίτερα ελκυςτικι ςε μθ μοντζλα οργανιςμοφσ που θ 

γονιδιωματικι τουσ αλλθλουχία δεν ζχει κακοριςτεί. Επίςθσ δίνει πλθροφορίεσ για το πϊσ δφο 



12 

 

εξόνια ςυνδζονται ι για τθν ςυνδεςιμότθτα πολλαπλϊν εξονίων. Ακόμα, μπορεί να 

αποκαλφψει νουκλεοτιδικζσ ποικιλομορφίεσ (για παράδειγμα, τα SNP) ςτισ μεταγραφόμενεσ 

περιοχζσ. Ζνα άλλο ςθμαντικό πλεονζκτθμα τθσ RNA-Seq ςχετικά με τισ μικροςυςτοιχίεσ είναι 

ότι ςτθν RNA-Seq υπάρχει πολφ λίγο ι και κακόλου ςιμα υποβάκρου. Επίςθσ, δεν ζχει 

ανϊτερο όριο ςτθν ποςοτικοποίθςθ. ΢υνεπϊσ, ζχει μεγάλο εφροσ για τα επίπεδα ζκφραςθσ 

των μεταγράφων που ανιχνεφονται. ΢ε αντίκεςθ οι μικροςυςτοιχίεσ δεν ζχουν ευαιςκθςία για 

γονίδια που εκφράηονται ςε χαμθλά ι πολφ υψθλά επίπεδα. Σζλοσ είναι πολφ ακριβισ ςτθν 

ποςοτικοποίθςθ των επιπζδων ζκφραςθσ.  

Παρόλα αυτά, θ RNA-Seq αντιμετωπίηει πολλζσ προκλιςεισ. Πρϊτον, θ ιδανικι μζκοδοσ για 

τθν τρανςκριπτομικι  κα ζπρεπε να είναι ικανι να ανιχνεφει  και να ποςοτικοποιεί άμεςα όλα 

τα RNA, μικρά ι μεγάλα. Αν και υπάρχουν μόνο λίγα βιματα ςτθν RNA-Seq, περιλαμβάνει 

πολλά ςτάδια κατά τθν παραγωγι των cDNA βιβλιοκθκϊν, τα οποία μπορεί να δθμιουργιςουν 

πρόβλθμα ςτθ δθμιουργία προφίλ που περιλαμβάνουν όλουσ τουσ τφπουσ μεταγράφων. 

Δεφτερον, αντιμετωπίηει πολλζσ προκλιςεισ ςτθν πλθροφορικι ανάλυςθ, κακϊσ πρζπει να 

αναπτυχκοφν επαρκϊσ ικανζσ μζκοδοι για τθν αποκικευςθ και επεξεργαςία μεγάλων 

ποςοτιτων δεδομζνων. Σζλοσ, το μεγάλο κόςτοσ τθσ μεκόδου που εξαρτάται από τον τρόπο 

τθσ αλλθλοφχιςθσ και από τθν εκατοςτιαία αναλογία των μεταγράφων που αναλφονται 

αποτελεί ςθμαντικό περιοριςμό (Wang et al, 2009). Βζβαια, πολλοί υποςτθρίηουν ότι θ RNA-

Seq προςφζρει μεγαλφτερθ ακρίβεια ςτισ μετριςεισ τθσ ζκφραςθσ ςε ςυγκρίςιμεσ τιμζσ 

(Sorber et al, 2010). 

 

2.3. MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing) 

 

Θ MPSS είναι ζνα από τα νεότερα διακζςιμα εργαλεία για τθν δθμιουργία ςε βάκοσ προφίλ 

ζκφραςθσ, κακϊσ θ πρϊτθ δθμοςίευςθ για τθν μζκοδο ζγινε το 2000 (Brenner et al, 2000). Θ 

MPSS αναλφει τα επίπεδα τθσ ζκφραςθσ ςχεδόν όλων των γονιδίων ςε ζνα δείγμα μετρϊντασ 

τον αρικμό κακενόσ μορίου mRNA που παράγεται από κάκε γονίδιο. Δεν υπάρχει καμία 

απαίτθςθ τα γονίδια να είναι χαρακτθριςμζνα ι ταυτοποιθμζνα πριν τθν διεξαγωγι του 

πειράματοσ. Θ MPSS ζχει ευαιςκθςία ςε επίπεδο λίγων μορίων mRNA ανά κφτταρο, και το 

ςφνολο των δεδομζνων είναι ςε ψθφιακι μορφι που απλοποιεί τθν διαχείριςθ και τθν 

ανάλυςθ των δεδομζνων. Επιπλζον, ανάμεςα ςτισ τεχνολογίεσ τφπου μικροςυςτοιχίων ι μθ-

μικροςυςτοιχιϊν που είναι πρόςφατα διακζςιμεσ, θ MPSS ζχει πολλά πλεονεκτιματα για τθν 

παραγωγι του τφπου ολοκλθρωμζνου ςυνόλου δεδομζνων  το οποίο κα βοθκιςει να 

διευκολυνκοφν τα πειράματα που βαςίηονται ςτθν υπόκεςθ (hypothesis driven) ςτο πεδίο τθσ 

ψθφιακισ βιολογίασ. 

 

Περιγραφή τησ μεθόδου 

Σα μόρια πολφ(Α) mRNA μετατρζπονται ςε διπλισ αλυςίδασ cDNA μόρια (με τθ χριςθ 

βιτοτινυλιωμζνων ολιγο(dT) εκκινθτϊν, τα οποία πζπτονται με DpnII και κλωνοποιοφνται ςε 

ζναν ειδικά ςχεδιαςμζνο πλαςμιδιακό φορζα που περιζχει μία ετικζτα ολιγονουκλεοτιδίων 32 

βάςεων. Τπάρχουν 16.8 εκατομμφρια διαφορετικζσ αλλθλουχίεσ 32 βάςεων ςτθν 

αναφερόμενθ βιβλιοκικθ ετικετϊν, και κάκε κλϊνοσ cDNA περιζχει μία διαφορετικι 
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αλλθλουχία. Μία βιβλιοκικθ των ενκεμάτων cDNA, μαηί με τισ παρακείμενεσ ετικζτεσ 

ολογονουκλεοτιδίων 32 βάςεων ενιςχφονται με PCR και τα γραμμικά μόρια που προκφπτουν 

πζπτονται μερικϊσ με εξωνουκλεάςθ  για να γίνει μία ετικζτα μονισ αλυςίδασ 32 βάςεων. Οι 

ετικζτεσ των 32 βάςεων ςτο τζλοσ κάκε μορίου cDNA υβριδίηονται ςε ςυμπλθρωματκζσ 

ετικζτεσ που είναι ομοιοπολικά ςυνδεμζνεσ ςε μικροςφαιρίδια 5μm. Τπάρχουν 16.8 

εκατομμφρια διαφορετικζσ ςυμπλθρωματικζσ ετικζτεσ κακεμία από τισ οποίεσ αντιςτοιχεί ςε 

μία από τισ 16.8 εκατομμφρια διαφορετικζσ ετικζτεσ 32 βάςεων∙ επιπλζον για κάκε ετικζτα ςε 

κάκε μόριο cDNA, κα υπάρχει ζνα ςφαιρίδιο με μία ςυμπλθρωματικι ετικζτα 32 βάςεων 

διακζςιμθ για υβριδοποίθςθ. Κάκε ςφαιρίδιο περιζχει πολφ μεγάλθ ποςότθτα από κάκε 

ςυμπλθρωματικι ετικζτα 32 βάςεων. Όταν τα cDNA μόρια υβριδίηονται ςτα ςφαιρίδια, οι 

εγκοπζσ (nicks) κλείνονται ενηυματικά. Σο τελικό προϊόν είναι ζνα μικροςφαιρίδιο με περίπου 

100,000 πανομοιότυπα μόρια cDNA ομοιοπολικά προςδεμζνα ςτθν επιφάνεια.  

 
΢χθματικι απεικόνιςθ MPSS 

Όλα τα μόρια είναι ομοιοπολικά ςυνδεμζνα με τα μικροςφαιρίδια ςτθν πολφ(Α) οφρα, ζτςι το 

DpnII άκρο είναι ελεφκερο για τισ αντιδράςεισ αλλθλοφχιςθσ. Θ διαδικαςία αλλθλοφχιςθσ 

ξεκινάει με τθν ςφνδεςθ ενόσ προςαρμογζα ςτα μονόκλωνα άκρα GATC (DpnII) ο οποίοσ 

περιζχει μία κζςθ αναγνϊριςθσ του περιοριςτικοφ ενηφμου τφπου ΛΛs Bbvl, που κόβει 13 
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νουκλεοτίδια κακοδικά τθσ κζςθσ αναγνϊριςθσ. ΢τθν ςυνζχει γίνεται πζψθ με το Bbvl και 

παράγονται μόρια με μονόκλωνα άκρα 4 βάςεων ακριβϊσ δίπλα ςτθν κζςθ αναγνϊριςθσ τθσ 

DpnII. Ζνα άλλο ςετ από προςαρμογείσ, που ονομάηονται κωδικοποιθμζνοι (encoded) 

προςαρμογείσ, υβριδίηονται και ςυνδζονται με το μονόκλωνο άκρο των 4 βάςεων κάκε 

μορίου. Οι κωδικοποιθμζνοι προςαρμογείσ περιζχουν ζνα μονόκλωνο άκρο 4 βάςεων με 

όλουσ τουσ πικανοφσ ςυνδυαςμοφσ νουκλεοτιδίων. Κάποιο μζλοσ του ςετ των προςαρμογζων 

κα βρει κάποιο ςυμπλθρωματικό μόριο DNA που είναι προςδεμζνο ςτα μικροςφαιρίδια. Θ 

ακριβισ αλλθλουχία των 4 βάςεων ςτα μονόκλωνα άκρα των κωδικοποιθμζνων 

προςαρμογζων που υβριδίηονται με το DNA ςτα μικροςφαιρίδια, αποκωδικοποιείται μζςω 

μίασ ςειράσ 16 διαφορετικϊν διαδοχικϊν αντιδράςεων υβριδοποίθςθσ με ζνα ςετ 

φκοριηόντων ανιχνευτϊν αποκωδικοποίθςθσ. Αυτι θ διαδικαςία δίνει τα πρϊτα 4 

νουκλεοτίδια ςτο άκρο κάκε μορίου. Για να ςυλλεχκοφν επιπλζον αλλθλουχίεσ, οι 

κωδικοποιθμζνοι προςαρμογείσ από τον πρϊτο γφρο αφαιροφνται με πζψθ με το BbvI, και 

μετά θ διαδικαςία επαναλαμβάνεται αρκετζσ φορζσ. ΢το τζλοσ, μία αλλθλουχία 17 βάςεων 

παράγεται για κάκε ςφαιρίδιο. Ζτςι παράγονται 250,000-400,000 υψθλισ ποιότθτασ 

αλλθλουχίεσ 17 βάςεων (Reinartz et al, 2001). 

 
 

Θ MPSS παρουςιάηει διάφορα πλεονεκτιματα και μειονεκτιματα ςε ςχζςθ με άλλεσ  

τεχνολογίεσ ανάλυςθσ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ που χρθςιμοποιοφνται. Καταρχιν, ςε 

ςφγκριςθ με τθν SAGE (που αναλφεται πιο κάτω), ζχει δφο ςθμαντικζσ βελτιϊςεισ. Πρϊτον, το 
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μικοσ των ετικετϊν τθσ κλαςικισ SAGE είναι 14 νουκλεοτίδια, ενϊ τθσ MPSS είναι 17 

νουκλεοτίδια. Από κεωρθτικι άποψθ θ αλλθλουχία των 14 νουκλεοτιδίων είναι κατά 80% 

μοναδικι, ςε ςχζςθ με τθν αλλθλουχία των 17 νουκλεοτιδίων που κατά 95% μοναδικι ςτο 

ανκρϊπινο γονιδίωμα. Ζτςι, θ αντιςτοίχθςθ μιασ ετικζτασ με ζνα γονίδιο είναι πολφ λιγότερο 

αμφιλεγόμενθ με τθν MPSS ςε ςχζςθ με τθ SAGE. Δεφτερον, θ αυτοματοποιθμζνθ φφςθ τθσ 

MPSS κάνει δυνατι τθν παραγωγι ενόσ πολφ μεγάλου ςυνόλου αλλθλουχιϊν (1 εκατομμφριο). 

Πολλά ςετ ετικετϊν τθσ SAGE αποτελοφνται από μόνο 20,000-60,0000 αλλθλουχθμζνα mRNAs 

και είναι αμφίβολο αν αναλυκοφν βιολογικά ςθμαντικά γονίδια που εκφράηονται ςε μικρά 

επίπεδα. ΢ε ςχζςθ με τισ μικροςυςτοιχίεσ θ MPSS μπορεί να ανιχνεφςει όλα τα γονίδια που 

είναι παρόντα ςτο δείγμα και όχι μόνο αυτά που ζχουν τοποκετθκεί ςτθ μικροςυςτοιχία, 

κακϊσ δεν απαιτεί από πριν γνϊςθ τθσ αλλθλουχίασ. Αυτό είναι πολφ ςθμαντικό για 

γονιδιϊματα οργανιςμϊν που δεν ζχουν αλλθλουχθκεί ι για ανκρϊπινα γονίδια που δεν 

ζχουν ταυτοποιθκεί ακόμα. Επίςθσ, οι μικροςυςτοιχίεσ ζχουν τον περιοριςμό ότι δεν μποροφν 

να ανιχνεφςουν μζλθ από οικογζνειεσ με μεγάλθ ομολογία. Με τθν MPSS, οι αλλθλουχίεσ που 

αναλφονται, οι οποίεσ είναι ςυχνά οι 3’ αμετάφραςτεσ περιοχζσ, μπορεί να είναι διαφορετικζσ 

για τα μζλθ τθσ κάκε οικογζνειασ. Ζτςι μπορεί να διαχωρίςει γονίδια με μεγάλθ ομολογία. Από 

τθν άλλθ, οι μικροςυςτοιχίεσ ζχουν το πλεονζκτθμα ότι είναι πολφ χριςιμεσ για υψθλισ 

απόδοςθσ ανάλυςθ πολλϊν δειγμάτων. 

 

2.4. CAGE (Cap Analysis of Gene Expression) 

 

Θ CAGE ειςάχκθκε το 2003 ωσ μία μζκοδοσ για τον κακοριςμό των μεταγραφικϊν περιοχϊν 

ςτο γονιδίωμα απομονϊνοντασ και αλλθλουχϊντασ μικρζσ ετικζτεσ (αλλθλουχίεσ) που 

προζρχονται από το 5’ άκρο των RNA μεταγράφων. Χαρτογραφϊντασ αυτζσ τισ ετικζτεσ πίςω 

ςτο γονιδίωμα ταυτοποιοφνται οι μεταγραφικζσ εναρκτιριεσ περιοχζσ από τισ οποίεσ 

προζρχονται τα μετάγραφα (Hoon et al, 2008).  

 

Περιγραφή τησ μεθόδου 

Μετά τθν απομόνωςθ του mRNA με κλαςικζσ μεκόδουσ γίνεται ςφνκεςθ του cDNA 

χρθςιμοποιϊντασ ολιγο(dT12-18) εκκινθτζσ για mRNA με πολφ-Α ουρά. Εναλλακτικά, τυχαίοι 

εκκινθτζσ μποροφν για RNAs που δεν ζχουν πολφ-Α ουρά, τα οποία ίςωσ να αποτελοφν ςχεδόν 

το μιςό τρανςκρίπτομα. Σο δίκλωνο cDNA μετατρζπεται ςε μονόκλωνο με τθν χριςθ τθσ 

RNAse H θ οποία αποικοδομεί μόνο το RNA από τα δίκλωνα υβρίδια RNA/DNA. Ζπειτα 

ακολουκεί ςφνδεςθ των μονόκλωνων cDNA με τουσ βιοτινυλιωμζνουσ ςυνδζτεσ (linker 1) που 

περιζχουν μία κζςθ αναγνϊριςθσ του περιοριςτικοφ ενηφμου τφπου IIs MmeI και κζςεισ 

αναγνϊριςθσ για περιοριςτικά ζνηυμα τφπου Λ. ΢τθν ςυνζχεια γίνεται θ ςφνκεςθ τθσ δεφτερθσ 

αλυςίδασ του cDNA με χριςθ κατάλλθλου εκκινθτι.  Ζτςι ςτο 5’ άκρο των πλιρουσ μεγζκουσ 

cDNA δθμιουργείται κζςθ περιοριςμοφ περίπου 20 νουκλεοτίδια πιο κάτω και παράγονται 

μικρζσ CAGE ετικζτεσ που ξεκινοφν από το 5’ άκρο των ευκαρυωτικϊν mRNAs. Οι CAGE 

ετικζτεσ μπορεί να περιζχουν τθν αρχι των αντίςτοιχων γονιδίων (γνωςτϊν ι άγνωςτων) ι 

κυρίωσ λόγω του μικροφ μεγζκουσ τουσ μεταγραφικζσ περιοχζσ. Ακολουκεί θ ςφνδεςθ των 

linker 2 περιζχουν κζςθ αναγνϊριςθσ περιοριςτικοφ ενηφμου τφπου Λ. Σα προϊόντα ςφνδεςθσ 
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επιλζγονται λόγω των βιοτινυλιωμζνων 5’ άκρων κακϊσ παγιδεφονται από μαγνθτικά 

ςφαιρίδια που περιζχουν ςτρεπταβιδίνθ. ΢τθν ςυνζχεια γίνεται ενίςχυςθ των DNA κομματιϊν 

με PCR και απομόνωςθ των επικυμθτϊν προϊόντων ςε gel πολυακριδαμιδίου. Σα προϊόντα 

PCR επωάηονται με ζνηυμο περιοριςμοφ τφπου Λ του οποίου θ κζςθ αναγνϊριςθσ βρίςκεται 

μζςα ςτουσ linker 1,2 παρουςία των μαγνθτικϊν ςφαιριδίων ςτρεπταβιδίνθσ ϊςτε να 

ςυγκρατθκοφν τα ελεφκερα DNA άκρα που προζκυψαν από τθν πζψθ. Οι ετικζτεσ που 

προκφπτουν ςυνδζονται ςε αλυςομερι τα οποία ενςωματϊνονται ςε κάποιο φορζα και 

αλλθλουχοφνται (Toshiyuki et al, 2003). 

 

 
΢χθματικι απεικόνιςθ τθσ CAGE 

Θ CAGE ζχει πολλά πλεονεκτιματα ςυγκριτικά κλαςςικζσ τεχνικζσ που βαςίηονται ςτισ 

μικροςυςτοιχίεσ. Πράγματι, ταυτοποιϊντασ τουσ υποκινθτζσ που προκαλοφν τθ μεταγραφι 

των RNA ςε κάκε βιολογικό φαινόμενο ι ιςτό μποροφμε να ταυτοποιιςουμε ρυκμιςτικά 

ςτοιχεία του DNA που είναι ειδικά για κάκε βιολογικό φαινόμενο κοιτάηοντασ τισ αλλθλουχίεσ 

οι οποίεσ είναι ςτουσ εκκινθτζσ των RNA ιςομορφϊν που εκφράηονται ςτα αναλυμζνα 

δείγματα. Οι υποκινθτζσ περιζχουν ειδικζσ αλλθλουχίεσ, ι περιοχζσ ςφνδεςθσ μεταγραφικϊν 

παραγόντων (TFBS), που αναγνωρίηονται από πρωτεΐνεσ που ςυνδζονται ςε αυτζσ, οι οποίεσ 

ονομάηονται μεταγραφικοί παράγοντεσ (TF) και προάγουν, ι εναλλακτικά καταςτζλλουν τθ 

μεταγραφι. Χρθςιμοποιϊντασ υπολογιςτικζσ μεκόδουσ, οι ερευνθτζσ αναλφουν υποκινθτζσ 

που ζχουν παρόμοια προφίλ ζκφραςθσ για τισ TFBS τουσ και μετά ταυτοποιοφν τουσ TFs που 

είναι υπεφκυνοι για τθν μεταγραφι του γονιδιϊματοσ. Μετρϊντασ τον αρικμό των CAGE 
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ετικετϊν για κάκε υποκινθτι μζςα ςε ζνα γονίδιο, μπορεί να κακοριςτεί όχι μόνο το επίπεδο 

ζκφραςθσ των RNA αλλά επίςθσ, από ποιουσ  από τουσ ποικίλουσ εναλλακτικοφσ υποκινθτζσ 

το RNA μεταγράφεται (http://www.osc.riken.jp/english/activity/cage/basic/). 

 

2.5. SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) 

 

Περιγραφή τησ μεθόδου 

Κατά τθν εφαρμογι τθσ μεκόδου SAGE απομονϊνονται πολυαδενυλιωμζνα mRNA μζςω 

πρόςδεςθσ ςε ςφαιρίδια που φζρουν ολιγο(dT) και χρθςιμοποιοφνται για τθν ςφνκεςθ 

δίκλωνου cDNA με τθ βοικεια τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ. Σα cDNA κόβονται με ζνηυμο 

περιοριςμοφ του οποίου θ κζςθ κοπισ ςυναντάται ςυχνά (NlaIII), ϊςτε να μείνει το 3’ άκρο 

τουσ προςδεμζνο ςτα ςφαιρίδια. ΢τθ ςυνζχεια, μικρά δίκλωνα ςυνκετικά τμιματα DNA 

(linkers), που ζχουν μονόκλωνα άκρα ίδια με αυτά που αφινει το ζνηυμο περιοριςμοφ, 

προςδζνονται με τθν βοικεια λιγάςθσ ςτα ελεφκερα άκρα κάκε τμιματοσ cDNA που 

παραμζνει ςυνδεμζνο ςτα ςφαιρίδια. Σα ςυνκετικά τμιματα φζρουν μία κζςθ αναγνϊριςθσ 

ενδονουκλεάςθσ τφπου IIs (π.χ  το BsmFI). Οι ενδοκουκλεάςεσ τφπου IIs αναγνωρίηουν μία 

κζςθ, ςτθν οποία και προςδζνονται, αλλά ςτθν ςυνζχεια κόβουν λίγεσ βάςεισ μακρφτερα, ςε 

μία ςυγκεκριμζνθ απόςταςθ από τθν κζςθ αναγνϊριςθσ. Ζτςι, με τθν επίδραςθ του BsmFI 

ελευκερϊνονται για λίγο από τα ςφαιρίδια. Οι ετικζτεσ αυτζσ με τθν βοικεια λιγάςθσ 

ενϊνονται ανά δφο και ςχθματίηουν διπλζσ ετικζτεσ (ditags) που φζρουν μία κζςθ 

αναγνϊριςθσ του BsmFI ςε κάκε άκρο. Οι διπλζσ ετικζτεσ πολλαπλαςιάηονται με PCR και 

ενϊνονται μεταξφ τουσ ςχθματίηοντασ αλυςομερι (concatamers), κακζνα από τα οποία 

περιλαμβάνει 20-25 διπλζσ ετικζτεσ (δθλαδι 40-50 τμιματα διαφορετικϊν μορίων cDNA). Σα 

αλυςομερι κλωνοποιοφνται ςε ζνα πλαςμιδιακό φορζα και αλλθλουχοφνται. Οι ετικζτεσ 

διαχωρίηονται από γνωςτζσ κζςεισ περιοριςμοφ, οι επιμζρουσ αλλθλουχίεσ τουσ είναι εφκολο 

να διακρικοφν και κατόπιν να αντιςτοιχιςτοφν με μεκόδουσ βιοπλθροφορικισ ςε ζνα 

ςυγκεκριμζνο γονίδιο του γονιδιϊματοσ. Καταμετρϊντασ τισ ετικζτεσ, υπολογίηεται θ 

ςυχνότθτα με τθν οποία εμφανίηεται κακεμία από αυτζσ και ζτςι προςδιορίηεται θ ςχετικι 

αφκονία των αντίςτοιχων mRNA ςτο αρχικό δείγμα (Watson, 2007). 

Ζνα από τα κφρια πλεονεκτιματα τθσ SAGE είναι ο ανοιχτόσ εξερευνθτικόσ χαρακτιρασ τθσ, 

αφοφ δεν απαιτείται καμία προγενζςτερθ επιλογι των προκακοριςμζνων μεταγράφων. Όχι 

μόνο επιτρζπει τθν ανακάλυψθ καινοφργιων μεταγράφων, αλλά και καινοφργιων τάξεων 

μεταγράφων που μζχρι πρόςφατα ιταν άγνωςτεσ. Για παράδειγμα, θ φπαρξθ των microRNAs 

(ςθμαντικοί ρυκμιςτζσ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ) είναι μία πρόςφατθ ανακάλυψθ και για αυτό 

τα microRNAs δεν αντιπροςωπεφονται ςτισ μικροςυςτοιχίεσ που χρθςιμοποιοφνται ευρφτατα 

τθν τελευταία δεκαετία. Μία πρόςφατθ ζρευνα δείχνει ότι θ φπαρξθ αρκετϊν microRNAs 

αντιςτοιχοφν ςτα ‘ορφανά’ SAGE tags ςτισ longSAGE βιβλιοκικεσ που προζρχονται από 

ανκρϊπουσ και ποντίκια. Επιπλζον, ζχει αποδειχτεί ότι θ SAGE ταυτοποιεί πολλά νζα 

αντινοθματικά (antisense) μετάγραφα, επίςθσ μία ςχετικά καινοφργια τάξθ RNA μορίων με 

ρυκμιςτικό ρόλο ςτθν ζκφραςθ των γονιδίων. Ζνα άλλο πλεονζκτθμα τθσ SAGE είναι ο 

ψθφιακόσ τθσ χαρακτιρασ, δίνοντασ τθν δυνατότθτα ανταλλαγισ των δεδομζνων και 

ςφγκριςθσ των διαφορετικϊν SAGE βιβλιοκθκϊν. Ακόμθ επειδι δεν απαιτεί τθν πρότερθ 
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γνϊςθ των μεταγράφων μπορεί να εφαρμοςτεί ςε οργανιςμοφσ χωρίσ ανεπτυγμζνα μοριακά 

και γενετικά εργαλεία και επίςθσ και ςε εργαςτθριακοφσ χϊρουσ με βαςικζσ υποδομζσ 

μοριακισ και κυτταρικισ βιολογίασ. 

Παρά τα πλεονεκτιματα τθσ μεκόδου SAGE, είναι λιγότερο δθμοφιλισ από τισ 

μικροςυςτοιχίεσ. Πρϊτον, εξαιτίασ τθσ πολφπλοκθσ και τθσ εργαςτθριακισ φφςθσ τθσ, θ 

παραγωγι SAGE βιβλιοκθκϊν που να περιζχουν αρκετζσ ετικζτεσ μπορεί να είναι δφςκολθ. 

Δεφτερον, για να μειωκοφν τα ζξοδα τθσ ανάλυςθσ των SAGE βιβλιοκθκϊν, περιορίηεται 

ςυνικωσ θ ανίχνευςθ των ςπάνιων αντιγράφων. Σρίτον, θ ποςότθτα του αρχικοφ RNA που 

απαιτείται για τθν SAGE είναι ςθμαντικά υψθλότερθ από αυτι που απαιτείται για τισ 

μικροςυςτοιχίεσ όπου το ολικό RNA μπορεί να χρθςιμοποιθκεί αντί του mRNA.  

΢ιμερα όμωσ πολλά από τα μειονεκτιματα τθσ SAGE ζχουν λυκεί. Ο αρικμόσ των 

τροποποιιςεων ςτο πρότυπο πρωτόκολλο τθσ SAGE είναι εντυπωςιακόσ και ςυνεχίηεται να 

αυξάνεται, περιλαμβάνοντασ πολφ μικρζσ ι πιο ςθμαντικζσ αλλαγζσ. Οι ςθμαντικότερεσ 

βελτιϊςεισ αφοροφν τθν μείωςθ τθσ αρχικισ ποςότθτασ RNA (Datson, 2008). 

 

 

Σροποποιιςεισ τθσ SAGE όταν το αρχικό υλικό είναι περιοριςμζνο 

 

i. SADE (a Sage Adaptation for Downsized Extracts) 

 

Θ SADE είναι μία μικροπροςαρμογι τθσ SAGE που ςε αντίκεςθ με τθν αρχικι μζκοδο, 

επιτρζπει τθν παροχι ποςοτικϊν δεδομζνων για τθν γονιδιακι ζκφραςθ από μικρό αρικμό 

(30.000-50.000) κυττάρων. 

 

Περιγραφή τησ μεθόδου 

Σα mRNAs απομονϊνονται χρθςιμοποιϊντασ ολιγο(dT)25 ομοιοπολικά ςυνδεμζνα ςε 

μαγνθτικά ςφαιρίδια. Θ διπλι αλυςίδα cDNA ςυνκζτεται από mRNA χρθςιμοποιϊντασ τα 

ολιγο(dT)25 ωσ εκκινθτι για τθν ςφνκεςθ τθσ πρϊτθσ αλυςίδασ. Σο cDNA μετά πζπτεται 

χρθςιμοποιϊντασ ενδονουκλεάςθ περιοριςμοφ (ζνηυμο αγκυροβόλθςθσ π.χ. Sau3AI) που 

αναγνωρίηει 4 βάςεισ. Κακϊσ το ζνηυμο κόβει τα μόρια DNA κάκε 256 βάςεισ (44) κατά μζςο 

όρο, κανονικά όλα τα cDNA κόβονται τουλάχιςτον μία φορά. Σο 3’ άκρο κάκε cDNA με τθν 

χριςθ των μαγνθτικϊν ςφαιριδίων και χωρίηονται ςε δφο μζρθ. Κακζνα από τα δφο μζρθ 

ςυνδζεται με ζναν από τουσ δφο linkers που ζχουν κατάλλθλα ςυμπλθρωματικά άκρα. Οι 

linkers περιζχουν μία κζςθ αναγνϊριςθσ για ζνηυμο τφπου IIs (ζνηυμο ετικζτασ π.χ BsmFI) και 

μία περιοχι που υβριδίηεται εκκινθτισ για ενίςχυςθ με PCR. Με τθν πζψθ με το τφπου II 

περιοριςτικό ζνηυμο απελευκερϊνονται οι linkers μεταφζροντασ ζνα μικρό κομμάτι cDNA, που 

αντιςτοιχεί ςε μία ειδικι μεταγραφόμενθ ετικζτα. Αφοφ γίνουν τυφλά τα άκρα (klenow 

πολυμεράςθ), τα δφο μζρθ ενϊνονται και ενιςχφονται με PCR. Σα ditags που βρίςκονται ςτα 

προϊόντα PCR πζπτονται με το ζνηυμο αγκυροβόλθςθσ, απομονϊνονται από gel, μετά 

ςυνδζονται ςε αλυςομερι και κλωνοποιοφνται. 
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΢χθματικι απεικόνιςθ CAGE 

 

΢τθν μζκοδο SAGE, τα mRNAs απομονϊνονται χρθςιμοποιϊντασ ςυμβατικζσ μεκόδουσ, μετά 

υβριδίηονται ςτα βιοτινυλιωμζνα όλιγο(dT) για τθν ςφνκεςθ του cDNA. Μετά τθν πζψθ με το 

ζνηυμο αγκυροβόλθςθσ (anchoring enzyme),  τα βιοτινυλιωμζνα κομμάτια cDNA κακαρίηονται 

με τθν ςφνδεςθ τουσ ςτα ςφαιρίδια ςτρεπταβιδίνθσ. ΢τθν μζκοδο SADE, τα mRNAs 

απομονϊνονται απευκείασ από το ιςτικό κυτταρόλυμα μζςω υβριδιποίθςθσ με ολιγο(dT)25 

ομοιοπολικά ςυνδεμζνα ςε μαγνθτικά ςφαιρίδια. Αυτι θ διαδικαςία εξοικονομεί χρόνο από το 

αρχικό μζροσ του πειράματοσ, και κυρίωσ ζχει μεγαλφτερθ ανάκτθςθ. Ποςοτικζσ αναλφςεισ 

των ποςοτιτων cDNA που είναι διακζςιμεσ για τθν καταςκευι βιβλιοκθκϊν δείχνουν 

δραματικζσ διαφορζσ μεταξφ των δφο μεκόδων. Σζλοσ ςτθ SADE χρθςιμοποιείται διαφορετικό 

ζνηυμο αγκυροβόλθςθσ (anchoring enzyme)(Lydie Cheval). 

 

ii. SAR-SAGE (Small Amplified RNA-SAGE) 
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΢τθν SAR-SAGE θ γραμμικι ενίςχυςθ χρθςιμοποιείται για να αυξθκεί θ αρχικι ποςότθτα 

υλικοφ για τθν SAGE. Αρχικά τα mRNAs ςυνδζονται ςε μαγνθτικά ςφαιρίδια επικαλυμμζνα με 

όλιγο(dT)25 και γίνεται θ ςφνκεςθ του cDNA. ΢τθ ςυνζχεια γίνεται πζψθ με το ζνηυμο NlaIII και 

ςφνδεςθ του προςαρμογζα T7-SAGE που περιζχει τον υποκινθτι τθσ T7 πολυμεράςθσ. Με 

αυτό τον τρόπο γίνεται ενίςχυςθ των mRNA μζχρι και 1000 φορζσ ςε ζναν κφκλο. Σα κομμάτια 

mRNA που προκφπτουν ςυνδζονται και αυτά ςε μαγνθτικά ςφαιρίδια. Ζπειτα ακολουκεί πάλι 

ςφνκεςθ του cDNA και πζψθ με το ζνηυμο NlaIII. Σα επόμενα βιματα είναι ίδια με αυτά τθσ 

SAGE (Vilain et al, 2003). 

 
΢χθματικι απεικόνιςθ SAR-SAGE 

 

iii. microSAGE 

 

Θ microSAGE ιταν θ πρϊτθ τροποποίθςθ τθσ SAGE που ςτόχο είχε τθ μείωςθ του αρχικοφ 

απαιτοφμενου RNA υλικοφ. ΢ε αυτι τθν μζκοδο θ απϊλεια υλικοφ μειϊνεται με τθ διενζργεια 

τθσ διαδικαςίασ ςε ζνα ςωλινα (‘single tube procedure’) για όλα τα βιματα, από τθν 

απομόνωςθ του RNA μζχρι τθν απελευκζρωςθ των ετικετϊν. Σα RNA, και αργότερα τα cDNA, 

παραμζνουν ακινθτοποιθμζνα του επικαλυμμζνου με ςτρεπταβιδίνθ ςωλινα λόγω τθσ 

ςφνδεςθσ βιοτίνθσ-ςτρεπταβιδίνθσ. Αποφεφγεται ζτςι θ ανάγκθ να γίνει εκχφλιςθ με φαινόλθ-

χλωροφόρμιο και κατακριμνιςθ με αικανόλθ ανάμεςα ςτα βιματα. Ζνηυμα από 

προθγοφμενεσ αντιδράςεισ τϊρα απλά απομακρφνονται με κερμικι απενεργοποίθςθ και με 

απόρριψθ του διαλφματοσ τθσ αντίδραςθσ. Μετά από πλφςιμο και αλλαγι του buffer θ 

επόμενθ αντίδραςθ μπορεί να γίνει ςτον ίδιο ςωλινα. ΢υνεπϊσ, το μεγαλφτερο πλεονζκτθμα 

τθσ μεκόδου αφορά τον αρικμό των χειριςμϊν του δείγματοσ και τθσ ελάττωςθσ τθσ 

ςυνοδευόμενθσ απϊλειασ υλικοφ. Επιπλζον, χρθςιμοποιείται ολικό RNA αντί πολυΑ+ RNA, 

χωρίσ να χρειάηεται επιπλζον βιμα απομόνωςθσ mRNA. Αντί αυτοφ, τα κομμάτια πολυΑ+ 

ςυνδζονται κατευκείαν ςτο τοίχωμα του ςωλινα που είναι επικαλυμμζνοσ με ςτρεπταβιδίνθ 
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μζςω τθσ ςφνδεςθσ με ζναν βιοτινυλιωμζνο όλιγο(dT) εκκινθτι, ο οποίοσ χρθςιμοποιείται και 

ωσ εκκινθτισ για τθν επακόλουκθ ςφνκεςθ του cDNA. 

Μία άλλθ διαφορά από το αρχικό πρωτόκολλο  είναι ο περιοριςμζνοσ αρικμόσ των κφκλων τθσ 

rePCR που γίνονται ςτισ απομονωμζνεσ από το gel ηϊνεσ των ditags για να παραχκεί επαρκισ 

ποςότθτα του ditag-υλικοφ. Κακϊσ ςτθν microSAGE γίνεται επιπλζον PCR ενίςχυςθ των ditags 

που απομονϊνονται από το gel πολυακριλαμιδίου με τουσ ίδιουσ εκκινθτζσ. Οι ετικζτεσ (tags) 

που προζρχονται από άφκονα μετάγραφα κα αντιπροςωπεφονται ςε μεγαλφτερο αρικμό 

ςτουσ ςυνδυαςμοφσ των ditags, ενϊ ετικζτεσ που προζρχονται από ςπάνια μετάγραφα κα 

είναι λιγότερο ςυχνζσ μεταξφ των ditags. Ο ςχθματιςμόσ των ditags είναι ζνα κρίςιμο βιμα 

ςτθν διαδικαςία SAGE, κακϊσ θ ακριβισ ςχζςθ τθσ αφκονίασ των μεταγράφων και τθσ 

ςυχνότθτασ των ετικετϊν είναι ςθμαντικι για τθν διεξαγωγι ςυμπεραςμάτων. Θ επιπλζον PCR 

ενίςχυςθ που γίνεται ςτθν microSAGE , δεν κα πρζπει να αλλοιϊνει τα ποςοτικά δεδομζνα τθσ 

SAGE (Datson et al, 1999). 

 

iv. PCR-SAGE 

 

΢τθν PCR-SAGE το cDNA ενιςχφεται με PCR πριν τον ςχθματιςμό των ditag χρθςιμοποιϊντασ τισ 

ιδιότθτεσ τθσ αλλαγισ αλυςίδασ τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ για να ειςάγουν universal 

εκκινθτζσ και ςτα δφο άκρα του cDNA. Εν ςυντομία, θ ςφνκεςθ τθσ πρϊτθσ αλυςίδασ του cDNA 

γίνεται με ζνα ολιγο(dT) εκκινθτι που ξεκινά από τθν πολφ(Α) ουρά του mRNA. Κατά τθν 

διάρκεια τθσ ςφνκεςθσ του cDNA ζνα ολιγονουκλεοτίδιο από κυτοςίνεσ προςτίκεται ςτο 

5ϋάκρο του mRNA εξαιτίασ τθσ δράςθσ τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ. Αυτό το 

ολιγονουκλεοτίδιο υβριδίηεται με ζνα άλλο που περιζχει γουανίνεσ. Θ ςφνκεςθ του cDNA 

ολοκλθρϊνεται με τθν ενςωμάτωςθ ςτο 5ϋάκρο τροποποιθμζνου ολιγονουκλεοτιδίου που 

περιζχει κζςθ αναγνϊριςθσ για το SapI. Μετά τθν ςφνκεςθ τθσ δεφτερθσ αλυςίδασ, και οι δφο 

αλυςίδεσ του cDNA ζχουν ίδιο 3ϋτελικό άκρο, που επιτρζπει τθν PCR ενίςχυςθ με ζνα 

βιοτινυλιωμζνο εκκινθτι. Μετά τθν ενίςχυςθ του μορίου cDNA θ ομάδα βιοτίνθσ ςτο 5ϋάκρο 

απομακρφνεται με πζψθ μζςω του περιοριςτικοφ ενηφμου (SapI). Αυτά τα ενιςχυμζνα μόρια 

χρθςιμοποιοφνται ςτθν ςυνζχεια ςτθν SAGE (Neilson et al, 2000).  

 

v. SAGE-LITE 

 

Θ SAGE-LITE μοιάηει πολφ με τθν PCR-SAGE ςτο ότι χρθςιμοποιεί τισ ιδιότθτεσ τθσ αλλαγισ 

αλυςίδασ τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ για να ειςάγουν universal εκκινθτζσ και ςτα δφο 

άκρα του cDNA. Θ διαφορά είναι ςτον τρόπο με τον οποίο ειςάγονται αυτοί οι εκκινθτζσ με τθ 

μονομερι ομάδα βιοτίνθσ. Πιο αναλυτικά θ μζκοδοσ βαςίηεται ςτο γεγονόσ ότι θ αντίςτροφθ 

μεταγραφάςθ ζχει δραςτθριότθτα τελικισ τρανςφεράςθσ πολφ (C) και μπορεί να αλλάηει 

υποςτρϊματα κατά τθν διάρκεια πολυμεριςμοφ του DNA. Θ ςφνκεςθ τθσ πρϊτθσ αλυςίδασ 

του cDNA από τθν αντίςτροφθ μεταγραφάςθ γίνεται με τθν χριςθ ενόσ ολιγο(dT) εκκινθτι, 

παρουςία ενόσ δεφτερου ολιγονουκλεοτιδίου ‘αλλαγισ υποςτρϊματοσ’ (TS oligo) το οποίο 

περιλαμβάνεται ςτθν αντίδραςθ ςφνκεςθσ τθσ πρϊτθσ αλυςίδασ. Σο TS oligo ζχει μία μικρι 

αλλθλουχία πολφ(G) ςτο τρίτο άκρο που υβριδίηεται με τθν πολφ(C) αλλθλουχία που 



22 

 

παράγεται από τθν αντίςτροφθ μεταγραφάςθ. Θ αντίςτροφθ μεταγραφάςθ ζτςι είναι ικανι να 

αλλάηει υποςτρϊματα και να ενςωματϊνει TS αλλθλουχίεσ ςτα 3ϋ άκρα που ςυνκζτονται. Θ 

πρϊτθ αλυςίδα του cDNA ζπειτα ενιςχφεταιμε RCR χρθςιμοποιϊντασ ολιγο(dT) και TS 

εκκινθτζσ. Κακϊσ θ SAGE απαιτεί θ πρϊτθ αλυςίδα να είναι βιοτινυλιωμζνθ ςτο 5ϋάκρο, ζνασ 

βιοτινυλιωμζνοσ όλιγο(dT) εκκινθτισ χρθςιμοποιείται. Ζπειτα τα ενιςχυμζνα cDNA προϊόντα 

κακαρίηονται, πζπτονται με Nla III και χρθςιμοποιοφνται ςτθ μζκοδο SAGE (Peters et al., 1999).  

Σο κφριο πλεονζκτθμα τθσ SAGE-LITE είναι ότι επιτρζπει τθν γριγορθ κλωνοποίθςθ 

νζων γονιδίων που αντιςτοιχοφν ςε μθ ταυτοποιθμζνεσ ετικζτεσ, κακϊσ τα PCR-ενιςχυμζνα 

cDNA ζχουν γνωςτζσ αλλθλουχίεσ ςτα άκρα. Ενϊ το βαςικό μειονζκτθμα και τθσ SAGE-LITE και 

τθσ PCR-SAGE είναι κατά πόςο αντιπροςωπευτικά του ολικοφ επιπζδου ζκφραςθσ είναι τα 

ενιςχυμζνα cDNA και ςε ποιο βακμό υπάρχουν λάκθ τθσ PCR. 

 
΢χθματικι απεικόνιςθ SAGE-LITE 

 

vi. Mini SAGE 

 

Θ mini SAGE ςε αντίκεςθ με άλλεσ τροποποιιςεισ τθσ SAGE δεν απαιτεί PCR ενίςχυςθ. Αλλά 

ζχουν γίνει τρεισ βαςικζσ τροποποιιςεισ κλειδιά. Πρϊτον, θ χριςθ phase lock gel για τθν 

αφξθςθ τθσ ανάκτθςθσ και τθσ κακαρότθτασ του υλικοφ DNA από κάκε βιμα κακαριςμοφ με 

φαινόλθ. Δεφτερον, μείωςθ τθσ ποςότθτασ των προςαρμογζων ςτθν ςφνδεςθ, με 

ςυνεπακόλουκθ μείωςθ τθσ μθ-ειδικισ ηϊνθσ των προςαρμογζων  (linker-linker dimer) μετά 

τθν PCR και αφξθςθ τθσ απόδοςθσ ςε ditag. Σρίτον, τα πρϊτα βιματα τθσ SAGE (απομόνωςθ 

mRNA, ςφνκεςθ cDNA, ενηυμικι πζψθ του cDNA, ςφνδεςθ του βιοτινυλιωμζνου cDNA ςτα 

μαγνθτικά ςφαιρίδια ςτρεπταβιδίνθσ, ςφνδεςθ των προςαρμογζων ςτο δεςμευμζνο ςτα 
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ςφαιρίδια cDNA και απελευκζρωςθ των ετικετϊν cDNA) γίνονται ςε ζναν ςωλινα ϊςτε να 

μειϊνεται θ απϊλεια υλικοφ μεταξφ των βθμάτων (Ye SQ et al, 2000). 

 
΢χθματικι απεικόνιςθ των ςθμαντικότερων τροποποιιςεων τθσ SAGE   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ye%20SQ%22%5BAuthor%5D
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Διαφορετικζσ τροποποιιςεισ τθσ SAGE που ςτοχεφουν να μειϊςουν τθν ποςότθτα του αρχικοφ 

υλικοφ 

Σροποποιιςεισ 

τθσ SAGE 

Ποςότθτα 

αρχικοφ υλικοφ 

Ενίςχυςθ ςτο 

επίπεδο του 

Κφρια τροποποίθςθ ςε ςφγκριςθ με τθν SAGE 

MicroSAGE 
10,000 κφτταρα, 

1-5 ng mRNA 
ditags 

-διαδικαςία που ςυμβαίνει ςε ζνα ςωλινα από τθν ανάλυςθ του RNA μζχρι τθν 

απελευκζρωςθ των ετικετϊν cDNA χρθςιμοποιϊντασ tube επικαλλυμζνα  με 

ςτρεπταβιδινθ -> μειϊνεται θ απϊλεια υλικοφ 

-12 επιπλζον κφκλοι re-PCR ςτα ditags που απομονϊνονται από το gel 

SADE 
50,000 κφτταρα, 

0,5 mg mRNA 
ditags 

-διαδικαςία που ςυμβαίνει ςε ζνα ςωλινα από τθν λφςθ του ιςτοφ μζχρι τθν 

απελευκζρωςθ των ετικετϊν cDNA χρθςιμοποιϊντασ ολιγο(dT) μαγνθτικά ςφαιρίδια 

-> μειϊνεται θ απϊλεια υλικοφ 

-χριςθ διαφορετικισ αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ με υψθλότερθ απόδοςθ cDNA 

-χριςθ βελτιωμζνων εκκινθτϊν PCR για τον κακαριςμό των ditags 

-12 επιπλζον κφκλοι re-PCR ςτα ditags που απομονϊνονται από το gel 

PCR-SAGE 900 pg mRNA cDNA 

- θ ενίςχυςθ του cDNA βαςίηεται ςτθν αλλαγι μιτρασ κατά τθν διάρκεια τθσ 

ςφνκεςθσ του cDNA 

- το cDNA ενιςχφεται χρθςιμοποιϊντασ μονόκλωνα βιοτινυλιωμζνα ολιγονουκλετίδια 

-> βιοτινυλιϊνονται και ςτα δφο άκρα. Πζψθ με SapI που απομακρφνει το 5’ όλων 

των μεταγράφων 

SAGE-Lite 
50-100 ng ολικοφ 

RNA 
cDNA 

-θ ενίςχυςθ του cDNA βαςίηεται ςτθν αλλαγι μιτρασ κατά τθν διάρκεια τθσ 

ςφνκεςθσ του cDNA 

- το cDNA ενιςχφεται χρθςιμοποιϊντασ ολιγο(dT) εκκινθτζσ και τυχαίοι εκκινθτζσ -> 

βιοτινυλιϊνονται ςτο 3’ άκρο όλα τα μετάγραφα 

-18-22 κφκλοι PCR ςτο cDNA πριν τθν διαδικαςία τθσ SAGE 

MiniSAGE 1 μg ολικοφ RNA 

Καμία 

επιπλζον 

ενίςχυςθ 

-χριςθ phase lock gel για να αυξθκεί θ ανάκτθςθ και θ κακαρότθτα του υλικοφ μετά 

τθν εκχφλιςθ με φαινόλθ 

- διαδικαςία που ςυμβαίνει ςε ζνα tube από τθν απομόνωςθ του mRNA μζχρι τθν 

απελευκζρωςθ των ετικετϊν -> μειϊνεται θ απϊλεια υλικοφ 

-μειϊνει τα ποςά linkers -> αυξάνει τθν απόδοςθ των ditags 

SAR-SAGE 50 ng ολικοφ RNA 
Γραμμικι 

ενίςχυςθ 

-ζνασ κφκλοσ Σ7 πολυμεράςθσ – θ γραμμικι ενίςχυςθ των mRNA κομματιϊν μεταξφ 

των ετικετϊν και τθσ πολφ(Α) ουράσ πριν τθν (micro)SAGE 

 

 

Καινοτομία τθσ μεκόδου ςτον δάκο 

 

Θ ελιά και το ελαιόλαδο είναι βαςικά ςτοιχεία τθσ οικονομίασ και τθσ διατροφισ των 

μεςογειακϊν χωρϊν. Θ Ελλάδα είναι θ τρίτθ πιο ςθμαντικι ελαιοπαραγωγόσ χϊρα ςτον 

κόςμο, μετά τθν Λςπανία και τθν Λταλία κακϊσ παράγοντασ παγκοςμίωσ το 17% του 

ελαιόλαδου και τθσ επιτραπζηιασ ελιάσ. Ο ςθμαντικότεροσ εχκρόσ τθσ είναι το ζντομο, 

Bactocera oleae ι κοινϊσ δάκοσ τθσ ελιάσ. Οι απϊλειεσ που προκαλεί το ζντομο περίπου ςτο 

15% τθσ ςυγκομιδισ ελαιϊν με οικονομικζσ ηθμιζσ πάνω από 800 εκατομμφρια δολάρια 

(Montiel-Bueno and Jones). Σο κθλυκό ζντομο ειςάγει ςυνικωσ ζνα αυγό ςτο μεςοκάρπιο 

κάκε ελιάσ όπου θ εκκολαπτόμενθ προνφμφθ ορφςςει ςτοά και τρζφεται. Επιπλζον, οι οπζσ 

ωοτοκίασ βοθκοφν τθν εγκατάςταςθ πακογόνων βακτθρίων και μυκιτων, ενιςχφοντασ με αυτό 

τον τρόπο τισ καταςτροφικζσ ςυνζπειεσ. 

΢ιμερα επικρατεί θ τάςθ να μειωκεί θ χριςθ χθμικϊν ουςιϊν που διαφεφγουν ςτο 

περιβάλλον. Για αυτό ςτρζφεται θ προςοχι ςε φιλικζσ προσ το περιβάλλον μεκόδουσ όπωσ θ 

τεχνικι του ςτείρου εντόμου ι SIT (Sterilized Insect Technique). Θ τεχνικι ςυνίςταται ςτθν 

μαηικι παραγωγι ατόμων, ςτθν ςτείρωςθ τουσ με εφαρμογι ακτινοβολίασ γ και ςτθ 

απελευκζρωςθ ςτον αγρό με ελεγχόμενο τρόπο. ΢τόχοσ είναι θ μείωςθ των γόνιμων 

διαςταυρϊςεων ςτουσ φυςικοφσ πλθκυςμοφσ και θ επακόλουκθ μείωςθ του φυςικοφ 
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πλθκυςμοφ. Θ ςφηευξθ μεταξφ ςτείρου αρςενικοφ και ακμαίου κθλυκοφ του φυςικοφ 

πλθκυςμοφ οδθγεί ςε ςτείρα ωοτοκία, μειϊνοντασ ζτςι τον φυςικό πλθκυςμό. Θ μζκοδοσ SIT 

εφαρμόςτθκε χωρίσ επιτυχία ςτον δάκο τθν δεκαετία του ϋ70 (Economopoulos, 1977). Θ 

αποτυχία αποδόκθκε ςτθν μειωμζνθ ανταγωνιςτικότθτα των εργαςτθριακϊν ςτείρων 

ςτελεχϊν ςε ςχζςθ με τα φυςιολογικά. Πιο ςυγκεκριμζνα διαφορζσ εντοπίςτθκαν ςτθ 

φυςιολογία και ςτθν ςυμπεριφορά των ςτείρων εργαςτθριακϊν ατόμων που 

απελευκερϊκθκαν ςε ςχζςθ με τα άτομα των φυςικϊν πλθκυςμϊν και κυρίωσ ςτον κακό 

ςυγχρονιςμό ςτθ ςυμπεριφορά ςφηευξθσ. Για τθν επιτυχία τθσ SIT είναι κεμελιϊδθσ θ γνϊςθ 

των μονοπατιϊν διαχωριςμοφ κακϊσ ανκεκτικότθτασ ςτα εντομοκτόνα. Θ SAGE λοιπόν μπορεί 

να μασ δϊςει πλθροφορίεσ για τον εντοπιςμό γονιδίων φυλοδιαχωριςμοφ (κα βοθκιςει ςτθν 

ανάπτυξθ ςτελεχϊν γενετικοφ διαχωριςμοφ) και ανκεκτικότθτασ (κα βοθκιςει ςτθν εφαρμογι 

τθσ μεκόδου ςτον αγρό) ςε εντομοκτόνα. 

Θ μζχρι τϊρα προςζγγιςθ για τθν απομόνωςθ ςε ζναν οργανιςμό με λιγοςτά γενετικά και 

μοριακά εργαλεία, είναι μζςω τθσ ομολογίασ με αντίςτοιχα γονίδια ςυγγενικϊν ειδϊν. Όμωσ 

με τθν προςζγγιςθ αυτι δεν είναι δυνατόν να εντοπιςτοφν γονίδια που δεν ζχουν ομόλογο 

τουσ ςε άλλουσ οργανιςμοφσ, οφτε να εντοπιςτοφν γενετικοί τόποι για μθχανιςμοφσ που δεν 

ζχουν μελετθκεί ςε ςυγγενικά ειδι. Για παράδειγμα, ο βαςικόσ παράγοντασ που είναι γνωςτό 

(γενετικά) ότι ςτα Tephritidae (Μεςογειακι μφγα και δάκοσ) εδράηει ςτο Τ χρωμόςωμα, δεν 

είναι δυνατόν να απομονωκεί γιατί δεν υπάρχει κλωνοποιθμζνο ομόλογό του ςε κανζνα 

ςυγγενικό οργανιςμό. Αντίςτοιχα εάν μασ ενδιαφζρει να μελετιςουμε τθν ανκεκτικότθτα του 

δάκου ςτα οργανοφωςφορικά εντομοκτόνα μασ είναι αρκετά  εφκολο να απομονϊςουμε το 

γονίδιο τθσ ακετυλοχολινεςτεράςθσ (που είναι γνωςτό ότι εμπλζκεται ςε παρόμοια 

ανκεκτθκότθτα) βάςει τθσ ομοιότθτασ του με εκείνο τθσ δροςόφιλασ. Αντίκετα, όμωσ, εάν το 

ενδιαφζρον μασ είναι θ ανκεκτικότθτα ςτο νατουραλφτθ spinosad δεν κα μποροφςαμε να 

ακολουκιςουμε παρόμοια προςζγγιςθ διότι ο μθχανιςμόσ ανκεκτικότθτασ ςτο spinosad δεν 

ζχει διαλευκανκεί ακόμα. Ζτςι λοιπόν, θ SAGE ςτοχεφει ςτθν ανακάλυψθ νζων γενετικϊν 

τόπων που εμπλζκονται ςε μονοπάτια φυλοδιαχωριςμοφ και ανκεκτικότθτασ μζςω τθσ 

διαφορικισ ζκφραςθσ του τρανςκριπτόματοσ είτε ςε αρςενικά και κθλυκά άτομα δάκου, είτε 

ςε ανκεκτικά και ευαίςκθτα. Κα πρζπει να ςθμειωκεί ότι  δεν υπάρχουν δεδομζνα για τθν 

γονιδιωματικι,  τρανςκριπτομικι και πρωτεομικι του δάκου. Θ μζκοδοσ SAGE ζχει 

εφαρμοςτεί με επιτυχία ςτθ δροςόφιλα και ςτο κουνοφπι, αλλά όχι ςε ζντομα γεωργικισ 

ςθμαςίασ ακόμα. Ζτςι είναι ιδανικι για οργανιςμοφσ με περιοριςμζνθ ανάπτυξθ μοριακϊν και 

γενετικϊν εργαλείων, όπωσ ο δάκοσ. 
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Τλικά και Μζκοδοι 
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1. Απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA (Mini PreP) 

Είναι μία γριγορθ μζκοδοσ απομόνωςθσ πλαςμιδιακοφ DNA από βακτιρια που 

ανακαλφφκθκε από τουσ Birnboim and Doly (Birnboim et al, 1979). ΢κοπόσ τθσ διαδικαςίασ 

είναι να απομονωκεί το αναςυνδυαςμζνο DNA από υγρι καλλιζργεια με αλκαλικι λφςθ. 

Θ μζκοδοσ βαςίηεται ςε τρία διαλφματα. ΢υγκεκριμζνα το Διάλυμα Λ (GET) επιτελεί τθν 

αναδιάλυςθ των βακτθριακϊν κυττάρων. Σο διάλυμα περιλαμβάνει Tris για τθ ρφκμιςθ του 

pH, EDTA για τθν αποςτακεροποίθςθ τθσ κυτταρικισ μεμβράνθσ και τθν παρεμπόδιςθ τθσ 

δράςθσ των νουκλεαςϊν και γκυκόηθ για τθν διατιρθςθ τθσ οςμωτικότθτασ. Σο Διάλυμα ΛΛ 

(alkali) περιζχει SDS το οποίο διαλυτοποιεί τα πεπτίδια τα φωςφολιπίδια, ενϊ το NaOH 

καταςτρζφει τουσ δεςμοφσ δίκλωνθσ δομισ του DNA και των πρωτεϊνϊν. Θ υψθλι 

ςυγκζντρωςθ των αλάτων ςτο Διάλυμα ΛΛΛ προκαλεί τθν κατακριμνιςθ των μετουςιωμζνων 

πρωτεϊνϊν, του χρωμοςωμικοφ DNA και των υπολειμμάτων του κυττάρου ενϊ θ πλειονότθτα 

του πλαςμιδιακοφ DNA παραμζνει διαλυτι και μπορεί να ςυλλεχκεί μζςω φυγοκζντριςθσ του 

υπερκείμενου. Επίςθσ αυτό το διαλφματα ςταματά τθν λφςθ των κυττάρων. 

Τλικά: 

Διάλυμα Λ (GET): 50 mM glucose, 25 mM Tris-ΘCl (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0).  

Διάλυμα ΛΛ (alkali): 0.2 N NaOH, 1% SDS.   

Διάλυμα ΛΛΛ: 5 M potassium acetate (CH3COOK) 60 ml, glacial acetic acid 11,5ml, dH20 28,5 ml.   

Ρυκμιςτικό διάλυμα TE-RNAse: TE: 1 mM EDTA (pH 8.0), 10 mM Tris-ΘCl (pH 8.0) 

ΣΕ-RNAse: RΝάςθ Α ςε ςυγκζντρωςθ 20 μg/ml.  

1. Ιπια ανάδευςθ τθσ υγρισ καλλιζργειασ. 

2. Προςκικθ 1,5 ml κορεςμζνθσ καλλιζργειασ ςε ςωλθνάκι 

3. Φυγοκζντριςθ για 3 λεπτά ςτισ 3000 ςτροφζσ. Απόρριψθ του υπερκείμενου και 1 λεπτό 

φυγοκζντριςθ για να κολλιςει καλφτερα το ίηθμα. 

4. Απόρριψθ του υπερκειμζνου και ειςαγωγι 100 μl παγωμζνου Διαλφματοσ Λ. Ακολουκεί για 

5 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. 

5. Οι ςωλινεσ τοποκετοφνται ςτον πάγο και ειςάγονται 200 μl Διαλφματοσ ΛΛ. Ανακινοφνται 

απαλά και επωάηονται για 7-8 λεπτά ςτον πάγο. 

6. Ειςάγονται 150 μl παγωμζνου Διαλφματοσ ΛΛΛ ενϊ τα ςωλθνάκια βρίςκονται ςτον πάγο. 

Ανακινοφνται δυνατά και επωάηονται για 7-8 λεπτά ςτον πάγο. 

7. Φυγοκζντριςθ για 9 λεπτά ςε μζγιςτεσ ςτροφζσ. Μεταφζρεται το υπερκείμενο ςε κακαρό 

ςωλινα. 

8. Κατακριμνιςθ με αικανόλθ και επαναδιάλυςθ ςε 50 μl TE. 

9. Κακαριςμόσ με φαινόλθ / χλωροφόρμιο. 

10. Κατακριμνιςθ με αικανόλθ και επαναδιάλυςθ ςε 50 μl ενζςιμου φδατοσ. 
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2. Χειριςμοί νουκλεϊκϊν οξζων 

2.1 Εκχφλιςθ με φαινόλθ/χλωροφόρμιο 
Θ διαδικαςία πραγματοποιείται για τθν απομάκρυνςθ πρωτεϊνϊν από διάλυμα νουκλεϊκϊν 

οξζων, λόγω τθσ ιδιότθτασ τθσ φαινόλθσ να αποδιατάςςει και να διαχωρίηει τισ πρωτεΐνεσ μαηί 

με τα λιπιδικά κατάλοιπα από τα νουκλεϊνικά οξζα. Σα νουκλεϊνικά οξζα ςυγκεντρϊνονται 

ςτθν υδατικι φάςθ, θ οποία μετά από φυγοκζντριςθ, ςχθματίηει τθν άνω φάςθ λόγω 

μικρότερθσ πυκνότθτάσ τθσ. Θ παρουςία του χλωροφορμίου διευκολφνει τον διαχωριςμό των 

φάςεων λόγω τθσ μεγάλθσ πυκνότθτασ που προςδίδει ςτθν οργανικι φάςθ και απομακρφνει 

τα τυχόν εναπομείναντα υπολείμματα φαινόλθσ από το διάλυμα (Κakani, 2009). 

1. ΢ε διάλυμα DNA όγκου V προςτίκεται ίςοσ όγκοσ διαλφματοσ φαινόλθσ/χλωροφορμίου 

(0,5 V / 0,5 V) και ακολουκεί ανάδευςθ ζωσ ότου ςχθματιςτεί ζνα ομοιογενζσ γαλάκτωμα. 

2. Ακολουκεί φυγοκζντριςθ ςε 14,000 ςτροφζσ για 5 λεπτά ϊςτε να διαχωριςτοφν οι δφο 

φάςεισ, οργανικι και υδατικι. 

3. Θ υδατικι φάςθ, ςτθν οποία περιζχονται τα νουκλεϊνικά οξζα, μεταφζρεται ςε νζο 

ςωλθνάκι, προςτίκεται ίςοσ όγκοσ διαλφματοσ χλωροφορμίου (1 V), και αφοφ προθγθκεί 

ανάδευςθ, φυγοκεντρείται ςε 14,000 ςτροφζσ για 5 λεπτά. 

4. Ακολουκεί μεταφορά τθσ υδατικισ φάςεισ ςε νζο ςωλθνάκι και επανάλθψθ τθσ εκχφλιςθσ 

με χλωροφόρμιο. 

5. Θ υδατικι φάςθ μεταφζρεται ςε νζο ςωλθνάκι και το DNA επανακτάται με κατακριμνιςθ 

με αικανόλθ. 

 

 Θ ανάμειξθ τθσ οργανικισ φάςθσ και τθσ υδατικισ φάςθσ γίνεται με ιςχυρι ανάδευςθ 

(vortex) όταν απομονϊνονται μόρια DNA μικροφ μεγζκουσ (<10 kb) και ιπια με ανακίνθςθ 

όταν απομονϊνονται μόρια  DNA μζτριου μεγζκουσ (10-30 kb). Λδιαίτερθ προςοχι 

απαιτείται το μεγάλο-μοριακό DNA (>30 kb) όπου θ ανάμειξθ των δφο φάςεων 

πραγματοποιείται με περιςτροφι ςε 20 rpm, ϊςτε να μθν τμθματοποιθκοφν. 

 ΢ε περίπτωςθ που θ υδατικι φάςθ παρουςιάςει αυξθμζνθ πυκνότθτα λόγω αλάτων (>0,5 

Μ) ι ςουκρόηθσ (>10%), κα ςχθματίςει τθν κάτω φάςθ. Θ προςκικθ τθσ υδροξυκινολίνθσ 

αποςκοπεί ςτθ ςίγουρθ αναγνϊριςθ τθσ υδατικισ φάςθσ. 

 Εάν θ φαινόλθ δεν είναι εξιςορροπθμζνθ ςε pH 7.8-8.0 τα νουκλεϊνικά οξζα 

ςυγκεντρϊνονται ςτθν οργανικι φάςθ. Τπό όξινεσ ςυνκικεσ θ εκχφλιςθ με 

φαινόλθ/χλωροφόρμιο προκαλεί τθν ςυγκζντρωςθ του RNA ςτθν υδατικι φάςθ, ενϊ του 

DNA και των πρωτεϊνϊν ςτθν οργανικι. 

 

2.2 Κατακριμνιςθ νουκλεϊνικϊν οξζων με αικανόλθ 
Θ κατακριμνιςθ με αικανόλθ χρθςιμοποιείται ςυνικωσ για ςυμπφκνωςθ, αφαλάτωςθ και 

επανάκτθςθ νουκλεϊνικϊν οξζων και πραγματοποιείται παρουςία ςυγκεκριμζνων 

ςυγκεντρϊςεων μονοςκενϊν κατιόντων. Θ αικανόλθ αφαιρεί το ενυδατωμζνο περίβλθμα από 

τα νουκλεϊνικά οξζα και εκκζτει τισ αρνθτικά φορτιςμζνεσ φωςφορικζσ ομάδεσ ςτα μονοςκενι 

κατιόντα όπωσ τα Na+, τα οποία ςυνδζονται ςε αυτζσ. Με αυτό τον τρόπο μειϊνονται οι 

απωκθτικζσ δυνάμεισ μεταξφ των πολυνουκλεοτιδικϊν αλυςίδων ςε τζτοιο βακμό ϊςτε να 
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ςχθματίηεται ίηθμα. Θ κατακριμνιςθ μπορεί να επιτευχκεί μόνο παρουςία επαρκοφσ 

ποςότθτασ κατιόντων ϊςτε να εξουδετερωκεί το αρνθτικό φορτίο των φωςφορικϊν 

καταλοίπων. Θ διαδικαςία μπορεί να ποικίλει ςτθ κερμοκραςία που χρθςιμοποιείται για να 

ςχθματιςτεί το ίηθμα, ςτον τφπο και τθ ςυγκζντρωςθ των μονοςκενϊν κατιόντων που 

προςτίκενται κακϊσ και ςτο χρόνο και τθν ταχφτθτα τθσ φυγοκζντριςθσ (Kakani, 2009). 

1. ΢ε διάλυμα DNA όγκου V προςτίκεται διάλυμα οξικοφ νατρίου (CH3COONa) τελικισ 

ςυγκζντρωςθσ 0,3 Μ, 0,5 μl γλυκογόνο 20 mg/μl και 2,5 όγκοι παγωμζνθσ αικανόλθσ 100%. 

2. Σο μείγμα, φςτερα από ιςχυρι ανάδευςθ, τοποκετείται ςε κερμοκραςία -80oC για 30 

λεπτά και φυγοκεντρείται ςε 14,000 ςτροφζσ για 25 λεπτά. 

3. Σο υπερκείμενο υγρό απομακρφνεται και ςτο ίηθμα προςτίκεται μιςόσ όγκοσ αικανόλθσ 

70%, ϊςτε να απομακρυνκοφν τα άλατα. 

4. Ακολουκεί φυγοκζντριςθ ςε 14,000 ςτροφζσ για 5 λεπτά και απομάκρυνςθ του 

υπερκείμενου. 

5. Σο ίηθμα ξθραίνεται ςε κερμοκραςία δωματίου και επαναδιαλφεται ςε υδατικό διάλυμα. 

΢θμείωςθ Για τθν κατακριμνιςθ RNA χρθςιμοποιείται αντί οξικοφ νατρίου, οξικό αμμϊνιο 

(CH3COONH4) τελικισ ςυγκζντρωςθσ 2,5 Μ. 

 

2.3 Πζψθ με ζνηυμα περιοριςμοφ 
Σα ζνηυμα περιοριςμοφ (restriction enzymes) είναι ζνηυμα που απομονϊκθκαν από 

διάφορουσ προκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ, κυρίωσ βακτιρια. Σα ζνηυμα περιοριςμοφ 

προςτατεφουν τουσ μικροοργανιςμοφσ αυτοφσ από τθν ειςβολι ξζνου DNA, και ζχουν ωσ 

ιδιότθτα να πζπτουν το DNA ςε ςυγκεκριμζνεσ αλλθλουχίεσ.  Θ προςταςία του πυρθνικοφ DNA 

του ξενιςτι (host) από τα ζνηυμα περιοριςμοφ χαρακτθρίηεται από τροποποιιςεισ που 

επιφζρουν ςτισ κζςεισ ςτόχουσ αυτϊν.  Σα ενηυμα αυτά αναγνωρίηουν ειδικζσ παλίνδρομεσ 

αλλθλουχίεσ τεςςάρων ζωσ οχτϊ βάςεων και υδρολφουν ζνα φωςφοδιεςτερικό δεςμό ςε 

κάκε αλυςίδα. Τπάρχουν δυο κφριεσ ομάδεσ ενηφμων περιοριςμοφ.  Θ πρϊτθ ομάδα 

περιλαμβάνει τα ζνηυμα που δθμιουργοφν κολλϊδθ μονόκλωνα άκρα (sticky ends). Θ δεφτερθ 

ομάδα περιλαμβάνει ζνηυμα που δθμιουργοφν μθ κολλϊδθ δίκλωνα άκρα (blunt ends).  

Επίςθσ διακρίνονται ςε τρείσ τφπουσ Is, ΛΛs, IIIs. ΢τον τφπο Is (Bickle et al, 1993) το ζνηυμο κόβει 

ςε τυχαία απόςταςθ (τουλάχιςτον 1000 bp) από τθν κζςθ αναγνϊριςθσ. ΢τον τφπο ΛΛs (Pingoud 

et al, 2001) κόβει μζςα ςτθν κζςθ αναγνϊριςθσ και ςτον τφπο ΛΛIs κόβει περίπου 20 βάςεισ 

μακριά (Dryden Nucleic Acids Research 2001). Θ δράςθ του κάκε ενηφμου εξαρτάται κυρίωσ 

από τθν κερμοκραςία και τθν ςφςταςθ του διαλφματοσ επϊαςθσ. Σο διάλυμα επϊαςθσ 

κακορίηει τθν ιοντικι ιςχφ του περιβάλλοντοσ, ςτο οποίο κα δράςει το ζνηυμο και μπορεί να 

είναι υψθλι, μζςθ ι χαμθλι. Θ ιοντικι ιςχφσ κακορίηεται κυρίωσ από τα ιόντα Mg+2 και Na+ 

που περιζχονται ςε αυτό. Θ ποςότθτα του ενηφμου που κα χρθςιμοποιθκεί αποτελεί 

ςυνάρτθςθ τθσ ενεργότθτασ του και τθσ ποςότθτασ και μεγζκουσ του προσ κατακριμνιςθ DNA. 

2.4 Ανάκτθςθ μορίων DNA από πθκτϊματα αγαρόηθσ με χριςθ του Wizard SV Gel and PCR 
Clean-Up System kit (Promega). 
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1. Μετά το τζλοσ τθσ θλεκτροφόρθςθσ, κόβεται το τμιμα του πθκτϊματοσ αγαρόηθσ που 

περιζχει το επικυμθτό DNA, τοποκετείται ςε ςωλθνάκι και ηυγίηεται. 

2. Προςτίκενται 10 μl Διαλφματοσ Πρόςδεςθσ ςτθν Μεμβράνθ (Membrane Binding Solution) 

για δζκα 10mg πθκτϊματοσ. 

3. Σο μείγμα επωάηεται ςε κερμοκραςία 50-65oC ζωσ να τθχκεί εντελϊσ το πικτωμα και 

αναδεφεται με vortex. 

4. Σο μείγμα μεταφζρεται ςε ςτιλθ (SV Minicolumm), θ οποία ζχει τοποκετθκεί ςε ςωλινα 

ςυλλογισ (Collection Tube) και ακολουκεί επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για ζνα 

λεπτό και φυγοκζντριςθ ςε 16,000 ςτροφζσ για 1 λεπτό. 

5. Σο ζκλουςμα απομακρφνεται από τον ςωλινα ςυλλογισ και επανατοποκετείται θ ςτιλθ. 

Προςτίκενται 700 μl Διαλφματοσ Πλφςθσ Μεμβράνθσ (Membrane Wash Solution) και 

ακολουκεί φυγοκζντριςθ ςε 16,000 ςτροφζσ για 1 λεπτό. 

6. Σο ζκλουςμα απομακρφνεται, προςτίκενται 500 μl Διάλυμα Πλφςθσ Μεμβράνθσ ςτθ ςτιλθ 

και ακολουκεί φυγοκζντριςθ για 10 λεπτά. 

7.  Σο ζκλουςμα απομακρφνεται, θ ςτιλθ επανατοποκετείται ςτο ςωλινα ςυλλογισ και 

φυγοκεντρείται για 1 λεπτό ςτισ 16,000 ϊςτε αν απομακρυνκεί πλιρωσ θ αικανόλθ. 

8. Θ ςτιλθ μεταφζρεται ςε νζο ςωλθνάκι και προςτίκενται 30-50 μl Διαλφματοσ Ελεφκερου 

Νουκλεαςϊν (Nuclease-Free water) το οποίο ζχει προκερμανκεί ςε κερμοκραςία 60oC. 

9. Ακολουκεί επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 1 λεπτό ϊςτε να ενυδατωκεί και 

πραγματοποιείται ζκλουςθ του DNA με φυγοκζντριςθ ςε 16,000 ςτροφζσ για 1 λεπτό.   

΢θμείωςθ: Θ μζγιςτθ ικανότθτα δζςμευςθσ τθσ μεμβράνθσ είναι 40 μg DNA και θ απόδοςθ 

ανάκτθςθσ μπορεί να φτάςει το 95%. Θ μζγιςτθ ποςότθτα πθκτϊματοσ (το οποίο περιζχει 

το επικυμθτό DNA) που μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςε κάκε ςτιλθ είναι 350 mg.  

 

3. Ηλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 
Θ μζκοδοσ χρθςιμοποιείται για τον διαχωριςμό, τθν αναγνϊριςθ και τον κακαριςμό 

κομματιϊν DNA. Βαςίηεται ςτθν αρχι μετανάςτευςθσ φορτιςμζνων μορίων κάτω από τθν 

επίδραςθ ενόσ εξωτερικά εφαρμοηόμενου θλεκτρικοφ πεδίου. Θ θλεκτροςτατικι δφναμθ που 

αναπτφςςεται κατευκφνει τα αρνθτικά φορτιςμζνα μόρια του DNA προσ τθν άνοδο. Θ 

θλεκτροφορθτικι κινθτικότθτα του DNA ςτα πθκτϊματα αγαρόηθσ εξαρτάται κυρίωσ από τουσ 

εξισ παράγοντεσ: 

 Σο μζγεκοσ του DNA. Γραμμικά δίκλωνα DNA κινοφνται ςε ρυκμό αντιςτρόφωσ 

ανάλογο του log του μοριακοφ βάρουσ. 

 Σθν ςυγκζντρωςθ τθσ αγαρόηθσ. Θ κινθτικότθτα ενόσ κομματιοφ DNA διαφζρει ςε 

πικτωμα διαφορετικισ ςυγκζντρωςθσ αγαρόηθσ. Χρθςιμοποιϊντασ πθκτϊματα διαφορετικϊν 

ςυγκεντρϊςεων μποροφμε να διαχωρίςουμε ζνα μεγάλο εφροσ μεγεκϊν DNA. 

 Σθ ςτερεοδιάταξθ του DNA. Θ κλειςτι (υπερελικωμζνθ) κυκλικι μορφι (μορφι Λ), θ 

ανοικτι κυκλικι μορφι (μορφι ΛΛ) και γραμμικό DNA (μορφι ΛΛΛ) του ιδίου μοριακοφ βάρουσ 

ζχουν διαφορετικι κινθτικότθτα ςε πθκτϊματα αγαρόηθσ. Οι ςχετικζσ κινθτικότθτεσ των τριϊν 

μορφϊν εξαρτϊνται κυρίωσ από τθ ςυγκζντρωςθ αγαρόηθσ ςτο πικτωμα, αλλά επθρεάηονται 

επίςθσ από τθν ζνταςθ του ρεφματοσ, τθν ιοντικι ιςχφ του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ και τον 
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βακμό υπερλίκωςθ τθσ μορφισ Λ του DNA. Κάτω οριςμζνεσ ςυνκικεσ, θ μορφι Λ κινείται 

γρθγορότερα από τθν ΛΛΛ. Κάτω από άλλεσ ςυνκικεσ ςυμβαίνει το αντίςτροφο. 

 Σθν ζνταςθ του ρεφματοσ. ΢ε χαμθλι τάςθ θ κινθτικότθτα των γραμμικϊν κομματιϊν 

DNA είναι ανάλογθ με τα volts που χρθςιμοποιοφνται. ΢ε υψθλότερθ ζνταςθ θ κινθτικότθτα 

κομματιϊν DNA μεγάλου μοριακοφ βάρουσ αυξάνεται με διαφορετικό ςυντελεςτι ςε κάκε 

κομμάτι DNA. 

 Σθν  παρουςία χρωςτικϊν. Όταν αυξάνεται θ ςυγκζντρωςθ βρωμιοφχου αικιδίου, 

περιςςότερθ χρωςτικι δεςμεφεται ςτο DNA. Ζτςι, αναιροφνται προοδευτικά οι αρνθτικζσ 

ςτροφζσ υπερζλικασ τθσ μορφισ Λ και θ κινθτικότθτά τθσ. ΢το ςθμείο ςυγκζντρωςθσ 

ελεφκερου βρωμιοφχου αικιδίου, όταν δεν υπάρχουν πλζον ςτροφζσ υπερζλικασ, θ μορφι I 

αποκτά τθν ελάχιςτθ κινθτικότθτα τθσ. Αν αυξθκεί ακόμα περιςςότερο θ ςυγκζντρωςθ 

βρωμιοφχου αικιδίου, δθμιουργοφνται κετικζσ ςτροφζσ υπερζλικασ και θ κινθτικότθτα τθσ 

μορφισ Λ αυξάνεται γριγορα. Οι κινθτικότθτεσ των μορφϊν ΛΛ και ΛΛΛ μειϊνονται με 

διαφορετικό βακμό θ κακεμία. 

 Σθ ςφςταςθ και τθν ιοντικι ιςχφσ του διαλφματοσ θλεκτροφόρθςθσ. Απουςία ιόντων θ 

θλεκτρικι αγωγιμότθτα είναι ελάχιςτθ και το DNA μετακινείται με πολφ αργό ρυκμό ι 

κακόλου. Διαλφματα με υψθλό βακμό ιοντιςμοφ δθμιουργοφν υψθλι θλεκτρικι αγωγιμότθτα 

που ςαν αποτζλεςμα ζχει τθν ανάπτυξθ κερμότθτασ ςτθ ςυςκευι. ΢τθ χειρότερθ περίπτωςθ, 

το πικτωμα λειϊνει και το DNA αποδιατάςςεται (Kakani, 2009). 

Τλικά: 

Loading Buffer: 0,25% μπλε τθσ βρωμοφαινόλθσ, 0,25% κυανό τθσ ξυλόηθσ,15%  φικόλθ (type 

400, Pharmacia) 

Διάλυμα θλεκτροφόρθςθσ 5X TBE: 54 g Tris-base, 27,5 g βορικό οξφ, 20 ml EDTA 0,5 M (pH 8.0) 

1. Θ επικυμθτι πόςοτθτα αγαρόηθσ διαλφεται ςε διάλυμα θλεκτροφοριςθσ (ςυνικωσ 0.5 x 

TBE) με βραςμό ϊςπου να γίνει το διάλυμα τελείωσ διαυγζσ.  

2. ΢τθ ςυνζχεια προςτίκεται διάλυμα βρωμιοφχου αικιδίου ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 0.1 

μg/ml.  

3. Θ ςτερεοποίθςθ του πθκτϊματοσ γίνεται ςε γυάλινθ επιφάνεια ςυγκεκριμζνων 

διαςτάςεων (μιτρα πολυμεριςμοφ θλεκτροφορθτικισ ςυςκευισ. Οι κζςεισ υποδοχείσ των 

δειγμάτων DNA (πθγαδάκια) ςχθματίηονται με τθ βοικεια ειδικισ μιτρασ που 

τοποκετείται ςτθ ςυςκευι (χτενάκια) πριν τθν πιξθ του πθκτϊματοσ. 

4. ΢τα δείγματα DNA που πρόκειται να αναλυκοφν προςτίκεται διάλυμα χρωςτικισ Loading 

buffer (1:4) 

5. Όταν ςτερεοποιθκεί το διάλυμα τοποκετείται ςτθν θλεκτροφορθτικι ςυςκευι ι οποία 

είναι πλθρωμζνθ με διάλυμα θλεκροφόρθςθσ (αντίςτοιχο με αυτό που ζχει καταςκευαςτεί 

το πικτωμα) τόςο ϊςτε να επικαλφπτει το πικτωμα. 

6. Σα δείγματα τοποκετοφνται ςτα πθγαδάκια και αναλφονται ςε οριηόντια ςυςκευι 

θλεκτροφόρθςθσ.  

7. Προκειμζνου να είναι δυνατι θ εκτίμθςθ του μεγζκουσ των τμθμάτων DNA που 

αναλφονται, θλεκτροφορείται μαηί με τα δείγματα και μάρτυρασ. 
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4. Ηλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα πολυακριλαμιδίου 
 

4.1  Παραςκυευι πθκτϊματοσ πολυακριλαμιδίου 
Σο πικτωμα πολυακριλαμιδίου παρζχει τθν δυνατότθτα διαχωριςμοφ μορίων DNA όταν 

απαιτείται μεγάλθ διακριτικι ικανότθτα. Σο πικτωμα ςχθματίηεται με βυνιλ-πολυμεριςμό 

μονομεροφσ πολυακριλαμιδίου που οδθγεί ςτον ςχθματιςμό αλυςίδων πολυακριλαμιδίου. ΢ε 

αυτό ενςωματϊνονται κατά διαςτιματα μόρια ΝΝ-μεκυλο-δις-ακρυλαμίδιο (bis), τα οποία 

λόγω τθσ δομισ τουσ μποροφν να ενςωματϊνονται ςε δφο διαφορετικζσ αλυςίδεσ και ζτςι 

δθμιουργείται ζνα πλζγμα. Θ δθμιουργία του πλζγματοσ πραγματοποιείται του μθχανιςμοφ 

των ελευκζρων ριηϊν με τθν προςκικθ υπερκειικοφ αμμωνίου.  ΢υνικωσ 1 μόριο ΝΝ-μεκυλο-

δις-ακρυλαμιδίου αντιςτοιχοφν ςε 29 μονομερι ακριλαμιδίου. Σο πάχοσ, επομζνωσ και τα 

φυςικοκοχθμικά χαρακτθριςτικά τθσ πθκτισ εξαρτϊνται από τθ ςυγκζντρωςθ και το ποςοςτό 

ςυμμετοχισ τθσ bis-ακρυλαμιδθσ. Εάν υπάρχει πολφ bis-ακριλαμίδθ θ πθκτι γίνεται ξθρι, ενϊ 

αν το bis είναι λιγότερο τότε θ πθκτι γίνεται μυξϊδεσ. Ο πολυμεριςμόσ γίνεται με τθν χριςθ 

ειδικϊν καταλυτϊν. ΢αν καταλφτεσ χρθςιμοποιοφνται ςιμερα ςχεδόν αποκλειςτικά 1% N,N,N’, 

N’ τετραμεκυλεκυλενδιαμίνθ (Temed) και 0,1% περοξυ-διςουλφικό αμμϊνιο (ammonium 

persulfate, APS). Σο μζγεκοσ των πόρων τθσ πθκτισ κακορίηεται από τθν ςυνολικι 

ςυγκζντρωςθ πολυακριλαμιδίου και τον βακμό διακλάδωςθσ. Γενικά είναι δυνατόν 

ανακαταςκευαςτοφν πθκτζσ με ςυγκεντρϊςεισ από 3% μζχρι 30% ακρυλαμίδθ, που 

αντιςτοιχεί ςε μζγεκοσ πόρων 0,2 μζχρι 0,5 nm (Sambrook et al, 1989). 

 
Τλικά: 

Πολυακριλαμίδιο 50%: 72,5 g ακρυλαμίδιο, 2,5 g Bis-ακρυλαμίδιο. Διαλφονται με κζρμανςθ ςε 

νερό μζχρι τελικοφ όγκου 150 ml. Ακολουκεί διικθςθ 

TAE 1X: 40 mM Tris, H 8.4, 20 mM acetic acid, 1 mM EDTA, 

APS 10% w/v: Ζνα 1 g ammonium persulfate διαλφεται ςε νερό μζχρι τελικοφ όγκου 10 ml. 

1. ΢ε ποτιρι ηζςεωσ προςτίκενται ακρυλαμίδθ / bis ακρυμίδθ (29:1) (πολυακριλαμίδιο 50%) 

ςτθν τελικι επικυμθτι ςυγκζντρωςθ (12%) και  TAE ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 1X (τελικόσ 

όγκοσ 70 ml). 

2. Θ μιτρα πολυμεριςμοφ προετοιμάηεται ωσ εξισ: Αρχικά οι εςωτερικζσ πλευρζσ από κάκε 

τηαμάκι τθσ μιτρασ κακαρίηονται με αικανόλθ 100% και προςτίκενται 0,5 ml αντικολλθτικι 

ςιλικόνθ. Θ αντικολλθτικι ςιλικόνθ απλϊνεται με χαρτί και αφινεται να ςτεγνϊςει. ΢τισ 

κάκετεσ πλευρζσ από τα τηαμάκια από τθν εςωτερικι πλευρά μπαίνουν ειδικζσ ταινίεσ 

(spacers). Σα τηαμάκια ενϊνονται και τοποκετοφνται ςτθν ςυςκευι. 

3. ΢το πικτωμα προςτίκεται APS 1% (700 μl) και TEMED 0,1% (70 μl) ϊςτε να πολυμεριςτεί 

και τοποκετείται ςτθ μιτρα πολυμεριςμοφ. Σοποκετοφνται τα χτενάκια και το πικτωμα 

αφινεται να πολυμεριςτεί για τουλάχιςτον 30 λεπτά. 

4. Θ μιτρα τοποκετείται ςε κατακόρυφθ ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ, θ οποία γεμίηεται με 

διάλυμα θλεκτροφόρθςθσ TAE 1X. 

5. ΢τα δείγματα προςτίκεται ςε αναλογία 4:1 διαλφματοσ χρωςτικισ. 
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4.2  Χρϊςθ πθκτϊματοσ με βρωμιοφχο αικίδιο 
 

1. Παραςκευάηεται διάλυμα βρωμιοφχου αικιδίου 1 μg/ml. 

2. Σο πικτωμα πολυακριλαμιδίου εμβαπτίηεται ςτο παραπάνω διάλυμα για 25 λεπτά πάνω 

ςε ειδικι ςυςκευι ϊςτε να αναδεφεται.  

3. Προςοχι κακ’ όλθ τθν διάρκεια τθσ διαδικαςίασ το διάλυμα πρζπει να προςτατεφεται από 

το φωσ. 

4. Σο DNA μπορεί να διακρικεί ςε ςυςκευι UV. 

 

4.3 Χρϊςθ πθκτϊματοσ με νιτρικό άργυρο 
Θ χρϊςθ του DNA με νιτρικό άργυρο χρθςιμοποιείται όταν απαιτείται μεγάλθ ευαιςκθςία για 

τθν ανίχνευςθ μικρϊν ποςοτιτων DNA. Με τθν ςυγκεκριμζνθ μζκοδο μποροφν να ανιχνευτεί 

ποςότθτα  DNA από 100 pg και πάνω (Guillemette et al,1983). Θ μζκοδοσ βαςίηεται ςτθν 

αναγωγι των ιόντων αργφρου από τα νουκλεϊνικά οξζα. Θ ανθγμζνθ μορφι του αργφρου 

ςχθματίηει κόκκουσ, οι οποίοι κακιηάνουν γφρω από τισ ηϊνεσ του DNA. 

Τλικά : 

Fix Solution: 400ml dH2O, 8ml Ethanol 96%, 0,5 ml Acetic Acid (glacial)  

Staining Solution: 200 ml AgNO3 0.1% w/v 

Developing Solution: 200ml dH2O, 3g NaOH, 0,01g NaBH4, 1 ml formaldehyde 37% v/v) 

1. Σο πικτωμα εμβαπτίηεται ςε 200 ml Fix Solution για 3 λεπτά υπό ςυνεχι και ιπια 

ανάδευςθ. 

2. ΢τθ ςυνζχεια το διάλυμα απομακρφνεται και  γίνεται άλλθ μια εμβάπτιςθ  ςτο υπόλοιπο 

Fix Solution (200 ml) όπωσ παραπάνω 

3.  Ζπειτα, ακολουκεί ξζπλυμα με νερό για 1 λεπτό. 

4. ΢το επόμενο ςτάδιο το πικτωμα εμβαπτίηεται ςτο Staining Solution για 15 λεπτά  

5. ΢τθν ςυνζχεια πραγματοποιοφμε δφο φορζσ πλφςθ με dΘ2Ο και για 1 λεπτό κάκε φορά.  

6. Σζλοσ το πικτωμα εμβαπτίηεται ςτο Developing Solution και αναδεφεται ιπια ζωσ ότου 

εμφανιςτοφν ευκρινϊσ οι μπάντεσ. Μόλισ οι μπάντεσ γίνουν ευκρινείσ τότε το διάλυμα 

αποχφνεται και πραγματοποιείται πλφςθ με dH2O για 3 λεπτά.  

7. Αφοφ ολοκλθρωκεί θ διαδικαςία τθσ εμφάνιςθσ, αποκθκεφουμε το πικτωμα μζςα ςε 

πλαςτικι, διαφανι ςακοφλα, ϊςτε να μπορεί να διατθρθκεί για μερικοφσ μινεσ. 

5. Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR) 

Θ PCR είναι ία in vitro τεχνικι που επιτρζπει τον πολλαπλαςιαςμό μιασ μικρισ αλλθλουχίασ 

DNA από ζνα πολφπλοκο μίγμα. Θ χριςθ δφο πλευρικϊν ολιγονουκλεοτιδικϊν εκκινθτϊν 

(5ϋκαι 3ϋprimer), μετά από επαναλαμβανόμενουσ κφκλουσ επιμικυνςθσ τουσ με τθν βοικεια 

μιασ ειδικισ DNA πολυμεράςθσ, παρζχει τελικά εκλεκτικι ενίςχυςθ ενόσ τμιματοσ DNA. Θ 

εκλεκτικότθτα ςυνεπάγεται του ςχεδιαςμοφ των εκκινθτϊν, που βαςίηεται ςτισ γνωςτζσ 

αλλθλουχίεσ εκατζρωκεν τθσ περιοχισ που πρόκειται να ενιςχυκεί, ϊςτε να είναι ειδικοί προσ 
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αυτι. Θ DNA πολυμεράςθ που χρθςιμοποιείται είναι βακτθριακισ προζλευςθσ κακϊσ 

απομονϊνεται από το κερμόφιλο βακτιριο Thermus aquaticus (Taq πολυμεράςθ) γεγονόσ που 

τθσ προςδίδει ανκεκτικότθτα ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ (ζωσ 95oC) (Lawyer et al, 1989). Για το 

ςτάδιο τθσ αντιγραφισ  απαιτοφνται dNTPs, ρυκμιςτικό διάλυμα και Mg2+, ενϊ θ ςυμπλιρωςθ 

του όγκου γίνεται με ενζςιμο νερό. Οι αντιδράςεισ γίνονται ςε ειδικι ςυςκευι PCR, γνωςτι ωσ 

κερμικόσ κυκλοποιθτισ που προγραμματίηεται ϊςτε να μεταβαίνει κυκλικά ςτισ επικυμθτζσ 

κερμοκραςίεσ για ςυγκεκριμζνα χρονικά διαςτιματα. Σελικά θ αρχικι αμελθτζα ποςότθτα του 

DNA αυξάνεται εκκετικά, αφοφ ςτο τζλοσ κάκε κφκλου διπλαςιάηεται. Με αυτό τον τρόπο 

μετά τθν ολοκλιρωςθ n κφκλων θ αρχικι αλλθλουχία κα ζχει διπλαςιαςτεί 2n.    

Θ διαδικαςία περιλαμβάνει τρία ςτάδια που επαναλαμβάνονται κυκλικά (30-40 κφκλοι χωρίσ 

ανανζωςθ αντιδραςτθρίων) ωσ εξισ: 

 Αφοφ αναμιχκοφν όλα τα ςυςτατικά, θ αντίδραςθ ξεκινά με κζρμανςθ του δείγματοσ 

ςτουσ 93-95oC για λίγα λεπτά ϊςτε να αποδιαταχκεί το DNA. 

 Ζπειτα, θ κερμοκραςία μειϊνεται μεταξφ 50 -70oC (ανάλογα με τθν κερμοκραςία τιξθσ -

Tm – των αλυςίδων που αναμζνονται να ςχθματιςτοφν) και οι εκκινθτζσ υβριδίηονται ςτισ 

ςυμπλθρωματικζσ τουσ αλλθλουχίεσ ςτο ςυνολικό μίγμα του DNA. ΢υνικωσ θ κατάλλθλθ 

κερμοκραςία ςφνδεςθσ των εκκινθτϊν υπολογίηεται με αρνθτικι απόκλιςθ 5oC από το Tm. 

 Σελικά θ πολυμεράςθ ξεκινά να ςυνκζτει μια αλυςίδα από το τζλοσ κάκε εκκινθτι, 

χρθςιμοποιϊντασ το αρχικό DNA ωσ μιτρα. Θ κερμοκραςία ςτακεροποιείται ςτουσ 72oC 

ζωσ ότου ολοκλθρωκεί ο πολυμεριςμόσ από τθν δράςθ του ενηφμου. 

 

6. Πλαςμιδιακι κλωνοποίθςθ  

 

6.1 Αντίδραςθ ςφνδεςθσ μορίων DNA 
Θ αντίδραςθ ςφνδεςθσ κακιςτά δυνατι τθν κλωνοποίθςθ τθσ αλλθλουχίασ ενόσ γονιδίου ςε 

κατάλλθλουσ φορείσ, όπωσ τα πλαςμίδια. Θ καταςκευι ενόσ αναςυνδιαςμζνου πλαςμιδίου 

περιλαμβάνει ςτθν πιο απλι τθσ μορφι περιλαμβάνει μια διαμοριακι αντίδραςθ ςτθν οποία 

το ζνα άκρο ενόσ γραμμικοφ πλαςμιδίου φορζα ςυνδζεται με ζνα άκρο του ενκζματοσ με τθ 

δράςθ τθσ DNA λιγάςθσ για τον ςχθματιςμό μιασ γραμμικισ DNA χίμαιρασ και ακολουκείται 

από κυκλοποίθςθ με τθν πρόςδεςθ των δφο εναπομείναντων άκρων. ΢ε αυτζσ τισ αντιδράςεισ 

χρθςιμοποιοφνται τεχνικά πλαςμίδια που φζρουν ιδιαίτερα χαρακτθριςτικά. Σα τεχνικά 

πλαςμίδια, με μζκοδοσ γφρω ςτα 3000 bp, περιζχουν ζνα γονίδιο που προςδίδει 

ανκεκτικότθτα ςε κάποιο αντιβιοτικό ςε κάποιο κοινό αντιβιοτικό (π.χ. αμπικιλλίνθ) και μία 

περιοχι πολυςυνδζτθ 100 περίπου νουκλεοτιδίων που περιλαμβάνει κζςεισ αναγνϊριςθσ 

ενηφμου πολυμεριςμοφ. Θ αλλθλουχία αυτι επιτρζπει τθν κλωνοποίθςθ ςτο πλαςμίδιο 

τμθμάτων DNA με ςυμπλθρωματικά άκρα. 

 Ο φορζα που χρθςιμοποιικθκε είναι ο pBluescript ΛΛ, ο οποίοσ ζχει τροποποιθκεί ϊςτε να ζχει 

προεξζχοντα άκρα κυμίνθσ. Ζτςι ο φορζασ ζχει ςυμπλθρωματικά άκρα με προϊόντα PCR που 

κζλουμε να κλωνοποιιςουμε κακϊσ θ Taq πολυμεράςθ ζχει τθν ιδιότθτα να προςκζτει μία 
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αδενίνθ ςτο τζλοσ τθσ αντιγραφισ (Clark, 1988). Ο φορζασ και το τμιμα DNA που κζλουμε να 

κλωνοποιςουμε επωάηονται παρουςία T4 λιγάςθσ θ οποία ςυνδζει τα ελεφκερα άκρα τουσ 

καταλφοντασ τον ςχθματιςμό φωςφοδιεςτερικϊν δεςμϊν μεταξφ τθσ 3-OH’ και τθσ 5-

φωςφορικισ ομάδασ παρακείμενων νουκλεοτιδίων ςτα άκρα δίκλωνων μορίων DNA. Ακόμα 

απαιτείται θ προςκικθ του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ του ενηφμου και ενζςιμου φδατοσ για τθν 

ςυμπλιρωςθ του τελικοφ όγκου τθσ αντίδραςθσ. Κατά τθν διάρκεια τθσ μιασ αντίδραςθσ 

ςφνδεςθσ τόςο τα εξωγενι τμιματα DNA όςο και τα πλαςμίδια ζχουν τθν τάςθ 

επανακυκλοποίθςθσ προσ τον ςχθματιςμό τυχαίων ολιγιμερϊν. Γι αυτό κρίνεται απαραίτθτθ θ 

προςκικθ κατάλλθλθσ αναλογίασ ενκζματοσ / φορζα. Θ ποςότθτα του ενκζματοσ που 

απαιτείται ςε ng, εξαρτάται από τον τφπο του πλαςμιδίου και υπολογίηεται από τον τφπο: 

ng ενκζματοσ = 
𝜋𝜊𝜍 ό𝜏𝜂𝜏𝛼  𝜑𝜊𝜌 έ𝛼  𝑛𝑔  𝑥 𝜇έ𝛾𝜀𝜃𝜊𝜎  𝜀𝜈𝜃 έ𝜇𝛼𝜏𝜊𝜎  (𝐾𝑏)

𝜇έ𝛾𝜀𝜃𝜊𝜎  𝜑𝜊𝜌 έ𝛼 (𝐾𝑏)
 x 

3

1
 

΢θμείωςθ: Θ αναλογία μπορεί να φτάςει και 8/1. 

Θ αντίδραςθ επθρεάηεται από μία ςειρά από παραμζτρουσ όπωσ θ κερμοκραςία, θ 

ςυγκζντρωςθ των ιόντων, το είδοσ των άκρων του DNA, θ ςχετικι ςυγκζντρωςθ των άκρων, 

DNA και θ ςυγκζντρωςθ και το μοριακό βάροσ των κομματιϊν DNA. 

Αντίδραςθ ςφνδεςθσ 

DNA: Φορζασ pBluescript ΛΛ 3:1 – 8:1 

Buffer 10X  T4 λιγάςθσ 1Χ 

T4 λιγάςθ (1 u/μl, Fermentas) 1U 

ddH2O - 

Vτελικόσ 10 μl 

 

1. ΢ε ςωλθνάκι προςτίκενται 1,2 μl φορζα pBluescript ΛΛ ςυγκζντρωςθσ 35 ng/μl, 1 μl Buffer 

T4 λιγάςθσ, κατάλλθλθ ποςότθτα ενκζματοσ, ddH2O ϊςτε να ςυμπλθρωκεί ο τελικόσ όγκοσ 

τθσ αντίδραςθσ, και τζλοσ 1 u T4 λιγάςθ. 

2. Σο μείγμα αναδεφεται με πιπζτα και επωάηεται ςτουσ 22oC για 2,5. 

3. Σο ζνηυμο απενεργοποιείται είτα με κζρμανςθ ςτουσ 65oC για 15 λεπτά είτε ψφχεται ςτουσ 

-20oC. 

 

6.2 Δεκτικά κφτταρα 
 

6.2.1 Παραςκευι δεκτικϊν κυττάρων για θλεκτροδιάτρθςθ  

   Θ μζκοδοσ του μεταςχθματιςμοφ με θλεκτροδιάτρθςθ πρωτοαναπτφχκθκε για τθν 

ειςαγωγι DNA ςε ευκαρυωτικά κφτταρα. ΢ιμερα χρθςιμοποιείται για το μεταςχθματιςμό 

διαφόρων ειδϊν βακτθριακϊν κυττάρων με αποδόςεισ που κυμαίνονται  από 109 ζωσ 1010
 

μεταςχθματιςμζνων κυττάρων/μg DNA. Θ μζκοδοσ αυτι βαςίηεται ςτθν εφαρμογι θλεκτρικοφ 
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πεδίου για ελάχιςτο χρόνο, με αποτζλεςμα το ςτιγμιαίο ςχθματιςμό πόρων ςτθ μεμβράνθ των 

βακτθριακϊν κυττάρων, απ’ όπου είναι δυνατι θ είςοδοσ εντόσ του κυττάρου εξωγενοφσ DNA.  

Τλικά: 

Κρεπτικό υλικό L-Broth: DH5α: supE44, ΔlacU169(φ80lacΗΔΜ15), hsDR17, recA1, endA1, 

gyrA96, th-1, relA1 

Stock DH5α κφτταρα 

Γλυκερόλθ 10%  

1. Τγρό κρεπτικό μζςο LB-Broth (1 ml) ενοφκαλμίηεται με βακτθριακι καλλιζργεια του 

ςτζλεχοσ DH5α τθσ E. coli από stock γλυκερόλθσ (-80οC) και επωάηεται ςτουσ 37oC και ςτισ 

210 rpm. 

2. Μετά το τζλοσ τθσ επϊαςθσ θ βακτθριακι καλλιζργεια μεταφζρεται ςε κωνικι φιάλθ θ 

οποία περιζχει υγρό κρεπτικό μζςο LB-Broth (100 ml), και επωάηεται ςε κερμοκραςία 37oC 

υπό ανάδευςθ ζωσ ότου θ οπτικι απορρόφθςθ τθσ καλλιζργειασ ςτα 600 nm να 

παρουςιάςει τιμι 0,4 – 0,5 μονάδεσ. Σο LB-Broth περιζχει 15 gr LB-Broth και 5 gr NaCl ανά 

λίτρο και πάντα αποςτειρϊνεται πριν τθν χριςθ. 

3. Θ καλλιζργεια μεταφζρεται ςε δφο ςωλινεσ τφπου falkon και ψφχεται ςε πάγο για 10 

λεπτά 

4. Σα falcon φυγοκεντροφνται ςε 4.000 g ςτουσ 4οC για 15 λεπτά. 

5. Αφαιρείται το υπερκείμενο και το ίηθμα των κυττάρων επαναιωρείται με ιπια ανακίνθςθ 

ςε 50 ml παγωμζνο sddH2O. 

6. Επαναλαμβάνεται θ φυγοκζντριςθ και το ίηθμα των κυττάρων επαναιωρείται με ιπια 

ανακίνθςθ ςε 500 ml παγωμζνο αποςτειρωμζνο H2O. 

7. Πραγματοποιείται πάλι φυγοκζντριςθ,  το υπερκείμενο αποχφνεται και το ίηθμα των 

κυττάρων επαναιωρείται  ςτο υγρό που απζμεινε. 

8. Ακλουκεί φυγοκζντριςθ, το υπερκείμενο απομακρφνεται και τα κφτταρα επαναιωροφνται 

ςε παγωμζνο διάλυμα γκλυκερόλθσ 10% (4 ml / falcon) και ακολουκεί φυγοκζντριςθ ςε 

4.000 g ςτουσ 4οC για 10 λεπτά. 

9. Σο υπερκείμενο απομακρφνεται, τα κφτταρα επαναιωροφνται ςε γλυκερόλθ 10% (250 μl / 

falcon) και μοιράηονται ςε κλάματα (40 μl) ςε παγωμζνα ςωλθνάκια. 

10. Σα κλάςματα αποκθκεφονται ςτουσ -80oC.  

 

6.2.2 Σιτλοδότθςθ δεκτικϊν κυττάρων 

 

1. Μεταςχθματιςμόσ  με θλεκτροδιάτρθςθ δεκτικϊν κυττάρων  (40 μl) με 2 μl φορζα 

pBluescript ΛΛ ςυγκζντρωςθσ 35 ng/μl. 

2. Προςκικθ 500 μl SOC. 
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3. Γίνεται αραίωςθ του διαλφματοσ 1/100. ΢ε 2 μl, 4 μl και 8 μl από τα μεταςχθματιςμζνα 

βακτιρια προςτίκενται 198 μl, 196 μl, 192 μl H2O (τελικόσ όγκοσ 200 μl), Χ-gal (30 μl από 

stock 20 mg/ml) και IPTG (3μl από stock 200 mg/ml)  

4. Επιςτρϊνονται ςε τρυβλία και επωάηονται ςτουσ 37οC για περίπου 16 h. 

Μετά τθν επϊαςθ καταμετροφνται οι αποικίεσ και ανάγονται ςε μονάδεσ pfu/μg. 

 

6.3 Μεταςχθματιςμόσ με θλεκτροδιάτρθςθ 
Θ θλεκτροδιάτρθςθ είναι μία χθμικι μζκοδοσ που εξελίχκθκε ςτο τζλοσ τθσ δεκαετίασ του 80ϋ 

(Wirth 1989). Δθμιουργεί υδατικά μονοπάτια ςτθν λιπιδιακι διπλοςτοιβάδα με τθν εφαρμογι 

ενόσ ςφντομου θλεκτρικοφ παλμοφ. Οι αλλαγζσ ςτθν μεμβράνθ μπορεί να είναι αντιςτρεπτζσ ι 

μθ, ανάλογα με το μζγεκοσ και τθν διάρκεια του παλμοφ (Prausnitz, 1995). Χρθςιμοποιείται 

για τθν ειςαγωγι DNA ςε δεκτικά κφτταρα μζςω κυτταρικισ μεμβράνθσ. Σο εξωγενζσ DNA 

υφίςταται ςε ζνα μεγάλο ποςοςτό των κυττάρων ωσ εξωχρωματικό γενετικό υλικό, ενϊ ςε ζνα 

μικρό ποςοςτό ενςωματϊνεται ςτο γονιδίωμα τουσ, ϊςτε να μεταβιβάηεται ςτθν ςυνζχεια 

από γενιά ςε γενιά (Watson 2007). 

Τλικά: 

Δεκτικά κφτταρα: DH5α: supE44, ΔlacU169(φ80lacΗΔΜ15), hsDR17, recA1, endA1, gyrA96, th-1, 

relA1 

Πλαςμίδια 

΢τερεό κρεπτικό υλικό LB agar: 10 gr Bactrotryptone,  5 gr Bacto-yeast exctract, 15 gr Arg και 5 

gr NaCl ανά λίτρο. 

LB-αμπικιλίνθσ: Aποςτειρϊνεται LB-agar και όταν θ κεοκραςία πζςει ςτουσ 55oC  προςτίκεται 

1 μl για κάκε 1 ml LB agar. 

Κρεπτικό υλικό SOC:  20 gr Tryptone, 5 gr Yeast extract,  0,5 gr NaCl, 20 ml glycose 1M ανά 

λίτρο 

Χ-gal 20 mg/ml 

IPTG 200 mg/ml 

1. Κλάςματα (40 μl) παραςκευαςμζνων για θλεκτροδιάτρθςθ δεκτικϊν κυττάρων E. coli 

τικονται από τουσ -80oC ςε πάγο. 

2. ΢τα δεκτικά κφτταρα προςτίκεται 2 μl αναςυνδυαςμζνου πλαςμιδίου από το 1/10 τθσ 

αντίδραςθσ ςφνδεςθσ (ςυγκζντρωςθ περίπου 1 ng/μl). 

3.  Επϊαςθ ςτον πάγο για 1 λεπτά. 

4. Σο μίγμα μεταφζρεται ςε κατάλλθλθ παγωμζνθ κυβζττα, θ οποία τοποκετείται ςτθ κζςθ 

υποδοχισ τθσ ςυςκευισ και ακολουκεί θ θλεκτροδιάτρθςθ. 

5. Αμζςωσ προςτίκενται 500 μl κρεπτικοφ υγροφ SOC (κλείνει τουσ πόρουσ ςτθν κυτταρικι 

μεμβράνθ) και το όλο μίγμα μεταφζρεται ςε ςωλινα καλλιζργειασ. 
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6. Ακολουκεί επϊαςθ ςτουσ 37οC ςε 180 rpm για 60 λεπτά. 

7. Θ επικυμθτι ποςότθτα (150 μl) επιςτρϊνεται υπό αςθπτικζσ ςυνκικεσ ςε τρυβλία petri LB 

agar - αμπικιλίνθ (προςκζτοντασ Χ-gal (30 μl από stock 20 mg/ml) και IPTG (3 μl από stock 

200 mg/ml) όπου χρειάηεται) και αφινονται μζχρι να απορροφθκεί το υγρό. 

8. ΢τθν ςυνζχεια επωάηονται ςτουσ 37οC για περίπου 16 h. 

 

6.4 Διάκριςθ αναςυνδυαςμζνων και μθ-αναςυνδυαςμζνων κλϊνων. 

Για να γίνει διάκριςθ των αναςυνδυαςμζνων κλϊνων ζχουμε δφο ςθμεία επιλογισ. Πρϊτο 

ςθμείο επιλογισ είναι ο διαχωριςμόσ των δεκτικϊν κυττάρων που ζχουν λάβει το πλαςμίδιο 

(ανεξάρτθτα αν περιζχει το ζνκεμα) και δεφτερο ςθμείο επιλογισ είναι ο διαχωριςμόσ των 

δεκτικϊν κυττάρων που περιζχουν ζνκεμα και αυτϊν που δεν περιζχουν ζνκεμα. 

Σο πρϊτο ςθμείο επιλογισ οφείλεται ςτθν παρουςία του αντιβιοτικοφ αμπικιλίνθ. Θ 

αμπικιλίνθ είναι αντιβιοτικό που προκαλεί τον κάνατο των δεκτικϊν κυττάρων. Αν όμωσ τα 

κφτταρα ζχουν προςλάβει το τροποποιθμζνο φορζα που περιζχει το γονίδιο ανκεκτικότθτασ 

ςτο αντιβιοτικό επιβιϊνουν. 

Σο δεφτερο ςθμείο επιλογισ, ο διαχωριςμόσ των δεκτικϊν κυττάρων που περιζχουν πλαςμίδιο 

με ζνκεμα και αυτϊν που δεν περιζχουν πλαςμίδιο με ζνκεμα, γίνεται με βάςθ το χρϊμα των 

αποικιϊν. Θ μεκοδολογία βαςίηεται ςτο γονίδιο τθσ β-γαλακτοηιδάςθσ που υπό φυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ υδρολφει τθν λακτόηθ ςε γαλακτόηθ και γλυκόηθ. Σο ζνηυμο αυτό επίςθσ υδρολφει 

τθ χθμικι ουςία X-gal (ανάλογο τθσ γαλακτόηθσ) παράγοντασ μία αδιάλυτθ μπλε χρωςτικι. 

΢τον φορζα θ κζςθ κλωνοποίθςθσ βρίςκεται μζςα ςε ζνα γονίδιο που κωδικοποιεί το 

αμινοτελικό άκρο τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ και ονομάηεται lacZ’. Ο φορζασ μεταφζρεται ςε 

κατάλλθλο βακτθριακό ςτζλεχοσ ςτο χρωμόςωμα του οποίου κωδικοποιείται ζνα 

μεταλλαγμζνο γονίδιο τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ από το οποίο απουςιάηουν κάποιεσ αλλθλουχίεσ 

που κωδικοποιοφν το αμινοτελικό άκρο του ενηφμου. Ζτςι οι πολυπεπτιδικζσ αλυςίδεσ που 

παράγονται από το μεταλλαγμζνο γονίδιο και τθν lacZ’ ςυνδυάηονται και προκφπτει το ενεργό 

ζνηυμο. Οι αποικίεσ λοιπόν που περιζχουν φορείσ ςτουσ οποίουσ δεν ζχει γίνει ζνκεςθ 

αποκτοφν μπλε χρϊμα αν ςτο μζςο καλλιζργειασ προςτεκεί X-gal και IPTG (είναι επαγωγζασ 

του ενηφμου τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ). Αντικζτωσ αν οι βακτθριακζσ αποικίεσ που φζρουν 

αναςυνδιαςμζνουσ φορείσ παραμζνουν άχρωμεσ (λευκζσ), κακϊσ θ ζνκεςθ του τμιματοσ του 

DNA ςτο lacZ’ προκαλεί τθν αδρανοποίθςθ του (Watson, 2007). 

1. Σρυβλία petri επιςτρωμζνα με αναςυνδυαςμζνα κφτταρα που ζχουν επωαςτεί για 16 

ϊρεσ, τοποκετοφνται ςτουσ 4oC για 4 ϊρεσ ϊςτε να γίνει πιο ευδιάκριτο το χρϊμα των 

αποικιϊν. 

2. Ενοφκαλμίηονται ςωλινεσ καλλιζργειασ που περιζχου 3 ml LB-αμπικιλίνθσ με λευκζσ 

αποικίεσ. 

3. Οι ςωλινεσ επωάηονται ςτουσ 37 oC ςε 210 rpm για 12 ϊρεσ. 
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6.5 Δθμιουργία stock γλυκερόλθσ 
 

1. Προςκικθ ςε ςωλινακι 0,85 ml από τθν πολλαπλαςιαςμζνθ υγρι καλλιζργεια 

αναςυνδυςμζνων βακτθρίων και 0,15 ml γλυκερόλθσ 

2. Ανάδευςθ και αποκικευςθ ςτουσ -80oC.  

 

7. Robust LongSAGE 
 

7.1 Απομόνωςθ mRNA (Magnetic mRNA Isolation Kit, biolabs) 
Θ απομόνωςθ του mRNA βαςίηεται ςτθν δζςμευςθ τθσ πολφ(Α) ουράσ τουσ ςε ολιγο d(T)25 που 

είναι ςυνδεμζνα με ςφαιρίδια.   

Πρζπει να λαμβάνονται προφυλάξεισ για να αποφευχκεί μόλυνςθ από ριβονουκλεάςεσ κατά 

τθν απομόνωςθ του RNA κακϊσ είναι πολφ ευαίςκθτο. Όλα τα υλικά πρζπει να είναι 

αποςτειρωμζνα και θ χριςθ γαντιϊν είναι απαραίτθτθ. 

Τλικά : 

Lysis/Binding Buffer: 100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 500 mM LiCl, 0.5% LiDS, 1 mM EDTA, 5 mM DTT 

Wash Buffer I: 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 200 mM LiCl, 1 mM EDTA 

Wash Buffer II: 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 500 mM LiCl, 1 mM EDTA 

Low-Salt Buffer: 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 500 mM LiCl, 0.1% LiDS, 1 mM EDTA 

Τγρό άηωτο 

Γουδί  

DEPC water 

Magnetic stand 

1. Ειςάγονται 100 δάκοι ςτουσ -20oC για πζντε λεπτά ϊςτε να πεκάνουν. 

 

Πάνω ςε παγοκφςτθ κόβονται τα κεφάλια των εντόμων με ξυράφι και ηυγίηονται (περίπου 

ιταν 80 μg) όςο το δυνατόν πιο γριγορα ϊςτε να αποφευχκεί θ αποικοδόμθςθ του RNA. 

Χρθςιμοποιοφνται οι κατάλλθλεσ ποςότθτεσ των διαλυμάτων του kit ανάλογα με τθν 

ποςότθτα του ιςτοφ ςφμφωνα με τον πίνακα  

 

Πθγι RNA 
Λςτόσ (μg) ανά 
απομόνωςθ 

Όγκοσ των 
ολιγοd(T)25 
ςφαιριδίων 

Όγκοσ του 
Lysis/Binding 

Buffer 

Όγκοσ του Wash 
Buffer. 

Λςτόσ ηϊου 
10  mg 100 μl 500 μl 500 μl 
20 mg 200 μl 500 μl 500 μl 
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Σα κεφάλια ςυνκλίβονται ςτο γουδί με τθν χριςθ υγροφ αηϊτου. 

2. Ο ιςτόσ μεταφζρεται ςε ζναν ςωλινα με Lysis/Binding Buffer (500 μl) και ομογενοποιείται 

με απαλι ανάδευςθ για 20ϋϋ. 

Αν το διάλυμα είναι κολλϊδεσ, μπορεί να περαςτεί από ςφριγγα. Μία ςθμαντικι μείωςθ ςτο 

ιξϊδεσ πρζπει να παρατθρθκεί. 

 

3. Σο κυτταρόλυμα φυγοκεντρείται ςτισ 12,0000 rpm για 1 λεπτό. 

 

4. Παράλλθλα ςε ζναν ςωλινα eppendorf προςκζτεται θ κατάλλθλθ ποςότθτα ςφαιριδίων 

(επειδι χρθςιμοποιιςαμε 20 mg ιςτοφ προςκζςαμε 200 μl ςφαιριδίων και 200 μl 

Lysis/Binding Buffer. Γίνεται vortex και αναδεφονται με ανακίνθςθ για 2 λεπτά. Σα 

ςφαιρίδια πρζπει να μείνουν ςτο Lysis/Binding Buffer και θ αφαίρεςθ του πρζπει να γίνει 

λίγο πριν τθν προςκικθ του κυτταρολφματοσ. 

 

5. Μεταγγίηεται το υπερκείμενο ςτα ςφαιρίδια που προθγουμζνωσ ζχουν πλυκεί. Σο 

κυτταρόλυμα με τα ςφαιρίδια αναδεφονται ςε κερμοκραςία δωματίου για 10 λεπτά. 

 

Ο ςωλινασ τοποκετείται ςε ζνα magnetic stand ϊςτε να ςυλλεχκοφν τα ςφαιρίδια ςτθ μία 

πλευρά του ςωλινα και να αφαιρεκεί το υπερκείμενο. 

 

6. Προςκζτεται ο κατάλλθλοσ όγκοσ Wash Buffer 1 (500 μl) ςτα ςφαιρίδια, γίνεται απαλό 

vortex για να αναδιαλυκοφν τα ςφαιρίδια. Ακολουκεί ανάδευςθ για 1 λεπτό. 

Ο ςωλινασ τοποκετείται ςε magnetic stand ϊςτε να ςυλλεχκοφν τα ςφαιρίδια ςτθ μία πλευρά 

του ςωλινα και να αφαιρεκεί το Wash Solution. 

 

7. Προςκζτεται ο κατάλλθλοσ όγκοσ Wash Buffer 2 (500 μl) ςτα ςφαιρίδια και αναδεφεται για 

ζνα λεπτό. 

Ο ςωλινασ τοποκετείται ςε magnetic stand ϊςτε να ςυλλεχκοφν τα ςφαιρίδια ςτθ μία πλευρά 

του ςωλινα και να αφαιρεκεί το Wash Solution. 

 

8. Προςκζτεται ο κατάλλθλοσ όγκοσ Low Salt Buffer (500 μl) ςτα ςφαιρίδια και αναδεφεται 

για ζνα λεπτό. 

Ο ςωλινασ τοποκετείται ςε magnetic stand ϊςτε να ςυλλεχκοφν τα ςφαιρίδια ςτθ μία πλευρά 

του ςωλινα και να αφαιρεκεί το Wash Solution. 

Σα βιματα 2-8 επαναλαμβάνονται 4 φορζσ 

9. Σα ςφαιρίδια πλζνονται 4 φορζσ με 100 μl 1X Buffer τθσ λιγάςθσ. Σθν τζταρτθ φορά δεν 

αφαιρείται το υπερκείμενο. 

 

10. Πριν αφαιρεκεί το υπερκείμενο, ετοιμάηεται το θ αντίδραςθ ςφνκεςθσ τθσ πρϊτθσ 

αλυςίδασ. 
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11. Αφαιρείται το υπερκείμενο από τθν τζταρτθ πλφςθ και πραγματοποιείται αμζςωσ θ 

αντίδραςθ ςφνκεςθσ τθσ πρϊτθσ αλυςίδασ. 

 

7.2 ΢φνκεςθ του cDNA 
΢φνκεςθ cDNA χρθςιμοποιϊντασ mRNA που είναι ςυνδεμζνο ςτα μαγνθτικά ςφαιρίδια ωσ 

υπόςτρωμα. 

Τλικά: 

Τδατόλουτρο ςτουσ 37 οC, 42 οC, 16 οC, 75 οC 

Magnetic stand 

Wash Buffer C: 5 mM Tris, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl, 1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 10 

μg/ml γλυκογόνο 

Wash Buffer D: 5 mM Tris, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl, 200 μg/ml bovine serum albumin 

(BSA) 

1Χ Buffer E. coli DNA λιγάςθ: 30 mM Tris, pH 8, 3  mM MgCl2, 1 mM δικειοκρεϊτόλθ (DTT), 26 

μM NAD+, 50 μg/ml BSA 

1Χ Buffer M-MuLV αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ: 50 mM Tris, pH 8.3, 75 mM KCl, 3  mM MgCl2, 

1 mM δικειοκρεϊτόλθ (DTT) 

RNAse inhibitor 40 u/μl  (Fermentas) 

M-MuLV αντίςτροφθ μεταγραφάςθ 200 u/μl (Biolabs) 

E. coli DNA λιγάςθ 10 u/μl (Biolabs) 

dNTPs 2,5mM each (Bioline) 

E. coli DNA RNAse H 60 u/μl (Fermentas) 

E. coli DNA πολυμεράςθ 10 u/μl (Fermentas) 

 

7.2.1 ΢φνκεςθ τθσ  πρϊτθσ αλυςίδασ του cDNA 

Θ ςφνκεςθ τθσ πρϊτθσ αλυςίδασ βαςίηεται ςτθν δράςθ τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ 

(ςυνκζτει DNA με μιτρα RNA) τθσ M-MuLV Reverse Transcriptase. Θ M-MuLV Reverse 

Transcriptase που απομονϊκθκε από τθν E. coli ζχει τροποποιθκεί ςτο τρίτο με αποτζλεςμα 

τθν αφξθςθ κατά 4 φορζσ τθσ δραςτθριότθτασ τθσ (Roth et al, 1985).  

1. Αναμιγνφουμε  τα παρακάτω αντιδραςτιρια  για τθν ςφνκεςθ τθσ πρϊτθσ αλυςίδασ ςτον 

πάγο. 
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10x Buffer Reverse Transcriptase 9 μl 

RNAse inhibitor 1 μl 

dNTPs (2 mM each) 18 μl 

DEPC water 54,5 μl 

V τελικόσ 87 μl 

 

2. Ζπειτα επαναιωροφνται τα ςφαιρίδια που περιζχουν το δείγμα ςτο μείγμα. 

 

3. Σο μείγμα αναδεφεται με απαλό vortex ι χτυπϊντασ το με το δάκτυλο. 

 

4. Σοποκετείται ο ςωλινασ ςτουσ 37οC για δφο λεπτά ϊςτε να εξιςορροπθκοφν τα 

αντιδραςτιρια. 

 

Προςτίκενται 3μl  M-MuLV Reverse Transcriptase. Σο μείγμα αναδεφεται και επωάηεται ςτουσ 

42οC. Πρζπει κάκε 10-15 λεπτά να απαλά με vortex ι χτυπϊντασ το με το δάκτυλο. 

 

5. Σο μείγμα ψφχεται για 2 λεπτά τουλάχιςτον.  

΢θμείωςθ: Είναι δφςκολο θ απενεργοποίθςθ και το ξζπλυμα τθσ E. coli DNA πολυμεράςθσ, 

ειδικά όταν υπάρχει κάποιο ςυςςωμάτωμα ςφαιριδίων. Θ ενεργότθτα εξωνουκλεάςθσ αυτοφ 

του ενηφμου ίςωσ επθρεάςει επακόλουκεσ αντιδράςεισ, κακϊσ πζπτει τα μονόκλωνα άκρα 

που χρειάηονται για τθν αντίδραςθ ςφνδεςθσ μονόκλωνων άκρων που ακολουκεί. Για αυτό 

προτείνεται το ζνηυμο να απενεργοποιείται αμζςωσ μετά τθν ςφνκεςθ του cDNA και τθν πζψθ 

με Nla III, με τθν προςκικθ του Wash Buffer C και κζρμανςθ.  

 

7.2.2 ΢φνκεςθ τθσ δεφτερθσ αλυςίδασ του cDNA 

Θ ςφνκεςθ τθσ δεφτερθσ αλυςίδασ βαςίηεται ςτθν ςυνδυαςμζνθ δράςθ τθσ E. coli DNA 

λιγάςθσ, E. coli DNA λιγάςθσ και  E.coli DNA RNAse H, που περιγράφθκε αρχικά από τουσ 

Gubler και Hoffman (Gubler 1983). Θ E.coli DNA RNAse H αποικοδομεί τθν αλυςίδα RNA ςτα 

υβρίδια RNA-DNA και θ E. coli DNA λιγάςθ ενϊνει τα κομμάτια DNA που δθμιουργεί E. coli 

DNA πολυμεράςθ (D'Alessio, 1988). 

1. ΢τον ςωλινα που περιζχει 90μl από τθν αντίδραςθ τθσ πρϊτθσ αλυςίδασ τα παρακάτω 

αντιδραςτιρια με τθν εξισ ςειρά: 
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DEPC water 455,75 μl 

Buffer λιγάςθσ 75 μl 

KCl 2M 33,75 μl 

Κειικό αμμϊνιο 1Μ 7,5 μl 

dNTPs mix (2mM each) 60 μl 

E. coli DNA λιγάςθ (10u/μl) 5 μl 

E. coli DNA πολυμεράςθ (10u/μl) 20 μl 

E. coli DNA RNAse H (αραίωςθ 3u/μl) 3 μl 

 

2. Σα ςυςτατικά αναδεφονται με vortex και ακολουκεί αμζςωσ φυγοκζντριςθ. 

 

3. Θ αντίδραςθ επωάηεται ςτουσ 37oC για 2,5 ϊρεσ. Πρζπει να αναδεφεται κάκε 10-15 λεπτά 

για να επαναδιαλφονται τα ςφαιρίδια. Κατά τθν διάρκεια τθσ επϊαςθσ, προκερμαίνεται το 

Wash Buffer C. 

 

4. Μετά τθν επϊαςθ θ αντίδραςθ τοποκετείται ςτον πάγο και προςτίκενται 45μl 0,5 M EDTA 

για να ςταματιςει θ αντίδραςθ. 

 

5. Σοποκετείται ο ςωλινασ ςτο magnetic strand για 1-2 λεπτά και προςεκτικά αφαιρείται το 

υπερκείμενο. Προςτίκενται 750μl από το ηεςτό Wash Buffer C για να απενεργοποιθκεί θ E. 

coli DNA πολυμεράςθ. 

 

6. Αναμιγνφεται καλά και κερμαίνεται ςτουσ 75oC με τακτικι ανάδευςθ ϊςτε να 

απενεργοποιθκεί εντελϊσ θ πολυμεράςθ. Ο ςωλινασ τοποκετείται ςτο magnetic strand 

για 1-2 λεπτά. Αφαιρείται το υπερκείμενο και τα ςφαιρίδια πλζνονται ξανά με 750μl από 

το ηεςτό Wash Buffer C. Σα ςτάδια του πλυςίματοσ πρζπει να γίνονται γριγορα ϊςτε να 

αποφευχκεί θ κατακριμνιςθ του SDS, θ οποία μπορεί να παγιδεφςει τα ςφαιρίδια. 

 

7. Σο δείγμα πλζνεται 3 φορζσ με 750μl από το Wash Buffer D, και μετά ςφαιρίδια 

επαναδιαλφονται ςε 750μl Wash Buffer D. Αν τα ςφαιρίδια δθμιουργιςουν 

ςυςςωματϊματα, μπορεί να γίνει ζνα επιπλζον πλφςιμο. 

΢θμείωςθ: Θ κατακριμνιςθ του SDS ςτο Wash Buffer C, που οδθγεί ςτθν ςυςςωμάτωςθ των 

ςφαιριδίων μπορεί να αποφευχκεί διατθρϊντασ τα διαλφματα ηεςτά.   

8. Ο ςωλινασ με το δείγμα τοποκετείται ςτο magnetic strand για 1-2 λεπτά και προςεκτικά 

αφαιρείται το υπερκείμενο. 

 

9. Προςτίκενται 200μl από 1X Buffer 4 ςτο ςωλινα και τα ςφαιρίδια αναδιαλφονται απαλά. 

Σο περιεχόμενο του ςωλινα μεταφζρεται ςε ζνα ςωλινα ϊςτε να μθν υπάρχουν κακόλου 

υπολείμματα τθσ δράςθσ τθσ εξωνουκλεοτιδικισ τθσ E. coli DNA πολυμεράςθσ. Αν τα 
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ςφαιρίδια ζχουν κολλιςει ςτα τοιχϊματα του ςωλινα, μποροφν να ξεκολλιςουν με ζνα 

tip.   

 

10. Σοποκετείται ο ςωλινασ ςτ magnetic strand για 1-2 λεπτά. 

 

11. Αφαιρείται και πετιζται το υπερκείμενο. Ο ςωλινασ πλζνεται μία φορά με 200μl με 1X 

Buffer 4. 

 

12. Αφαιρείται το υπερκείμενο και γίνεται θ πζψθ με το NlaIII. 

 

7.3 Πζψθ  του cDNA με Nla III  
Σο Nla III είναι ενηυμο περιοριςμοφ τφπου ΛΛs που αναγνωρίηει και κόβει τθν αλλθλουχία: 

 

Τλικά: 

Magnetic stand 

Τδατόλουτρο ςτουσ 37 οC 

Wash Buffer C: 5 mM Tris, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl, 1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 10 

μg/ml γλυκογόνο 

Wash Buffer D: 5 mM Tris, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl, 200 μg/ml bovine serum albumin 

(BSA) 

1Χ Buffer 4: 20 mM Tris-acetate, pH 7.9, 10 mM οξικό μαγνιςιο, 50 mM οξικό κάλιο, 1 mM DTT 

LoTE: 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0,2 mM EDTA ςε νερό, αποκθκεφεται ςτουσ 4oC 

100X BSA 

Nla III 10 u/μl (Biolabs) 

΢θμείωςθ: Σο Nla III είναι εξαιρετικά ευαίςκθτο ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ. Για αυτό δεν πρζπει 

να μζνει για μεγάλεσ περιόδουσ ςε κερμοκραςία δωματίου ι ςτουσ 4οC. Αποκθκεφεται ςτουσ -

80 οC. 

1. Επαναδιαλφονται τα ςφαιρίδια ςτο παρακάτω μείγμα: 

LoTE 172 μl 

100X BSA 2 μl 

10X Buffer 4 20 μl 

NlaII 6 μl 

V τελικόσ 200 μl 
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2. Σο δείγμα επωάηεται για 2,5 ϊρεσ ςτουσ 37 oC. Κατά διαςτιματα αναδεφεται. 

 

3. Σο falcon περιζχει το Wash Buffer C ςε υδυτόλουτρο ςτουσ 37oC για να αποφευχκεί θ 

κατακριμνιςθ του SDS. 

 

4. Όταν θ αντίδραςθ τελειϊςει, ο ςωλινασ που περιζχει τα ςφαιρίδια τοποκετείται για 1-2 

λεπτά ςτο magnetic rank και προςεκτικά αφαιρείται το υπερκείμενο. Σο Nla III 

απενεργοποιείται πλζνοντασ δφο φορζσ με 750 μl ηεςτό Wash Buffer C. 

 

5. Σο δείγμα πλζνεται τρεισ φορζσ με 750 μl Wash Buffer D, και τα ςφαιρίδια διαλφονται ςε 

750 μl Wash Buffer D. Αν τα ςφαιρίδια δθμιουργιςουν ςυςςωματϊματα, τα πλυςίματα 

μποροφν να αυξθκοφν ςε 5 ι 6.  

 

6. Σο δείγμα μπορεί εδϊ να αποκθκευτεί over night ςτουσ 4 oC.  

 

7.4 ΢φνδεςθ των προςαρμογζων ςτο cDNA 
Μετά τθν πζψθ του cDNA με το Nla III ςυνδζεται το cDNA κάκε ςωλινα με ζνα διαφορετικό 

προςαρμογζα 45 bp περίπου ο οποίοσ περιζχει μία κζςθ αναγνϊριςθσ του ενηφμου 

περιοριςμοφ τφπου IIΛ, Mme I. 

Οι προςαρμογείσ περιζχουν τθν κζςθ αναγνϊριςθσ του ενηφμου περιοριςμοφ (Mme I), ςτο 

τρίτο άκρο, μονόκλωνα άκρα που είναι ςυμπλθρωματικά με τθν κζςθ αναγνϊριςθσ του Nla III, 

και κζςθσ για εκκινθτζσ για τθν ενίςχυςθ με PCR.  Σο τρίτο άκρο των προςαρμογζων 

τροποποιείται μία αμινομάδα ϊςτε να εμποδίηεται θ μεταξφ τουσ ςφνδεςθ. 

Θ ιδανικι ςυγκζντρωςθ προςαρμογζων που χρθςιμοποιείται, εξαρτάται από τθν ποςότθτα 

του cDNA που βρίςκεται ςτα ςφαιρίδια. Μία ςυγκεκριμζνθ ποςότθτα προςαρμογζων είναι 

απαραίτθτθ να γίνει θ αντίδραςθ, παρόλα αυτά μία υπερβολικά μεγάλθ ποςότθτα μπορεί να 

αυξιςει τθν μθ ειδικι μπάντα (100 bp) που δθμιουργείται από τθν PCR ενίςχυςθ που 

ακολουκεί. Θ ςυγκζντρωςθ των προςαρμογζων που χρθςιμοποιείται είναι ιδανικι για 5-50 μg 

ολικοφ RNA, ι 50-100 ng mRNA. 

Τλικά 

Τδατόλουτρο ςτουσ 50oC, 37 oC και 16 oC. 

Magnetic stand 

LoTE: 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0,2 mM EDTA ςε νερό, αποκθκεφεται ςτουσ 4oC 

100X BSA 

Wash Buffer D: 5 mM Tris, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl, 200 μg/ml bovine serum albumin 

(BSA) 

1Χ Buffer T4 λιγάςθσ: 40 mM Tris-HCl,10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP (pH 7.8 at 25°C). 
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Linker 1 200 ng/μl 

Linker 2 200 ng/μl 

T4 DNA λιγάςθ 1 u/μl (Fermentas) 

1. Σο δείγμα από το προθγοφμενο βιμα τοποκετείται ςτο magnetic stand για ζνα δφο λεπτά 

και προςεκτικά το υπερκείμενο. 

 

2. Σα ςφαιρίδια πλζνονται δφο φορζσ με 150 μl 1X Buffer λιγάςθσ. Αμζςωσ μετά το τελευταίο 

πλφςιμο, τα ςφαιρίδια αναδιαλφονται ςε 100 μl Buffer λιγάςθσ και χωρίηονται ςε δφο 

νζουσ ςωλινεσ, που ονομάηονται Α και Β. Προςοχι, τα ςφαιρίδια χωρίηονται ενϊ είναι 

αναδιαλυμζνα, κακϊσ μπορεί να κολλιςουν ςτον αρχικό ςωλινα ι ςτα tip τθσ πιπζτασ. 

 

3. Κάκε ςωλινασ (Α και Β) πλζνεται μία φορά με 50 μl 1X Buffer λιγάςθσ. Σα ςφαιρίδια ςε 

κάκε ςωλινα αναδιαλφονται ςε 1X Buffer λιγάςθσ. 

 

4. Οι ςωλινεσ τοποκετοφνται για 1-2 λεπτά ςτο magnetic rank και προςεκτικά αφαιρείται το 

υπερκείμενο. 

 

5. Οι ςωλινεσ μεταφζρονται ςτον πάγο και προςτίκενται τα ακόλουκα  αντιδραςτιρια ςτα 

ςφαιρίδια που βρίςκονται ςτον πάγο και αυτά. 

Αντιδραςτιρια ΢ωλινασ Α ΢ωλινασ Β 

Προςαρμογζασ Α (300ng/μl) 0,3 μl - 

Προςαρμογζασ Β(300ng/μl) - 0,3 μl 

LoTE 15,6  μl 15,6 μl 

10X Buffer λιγάςθσ 2 μl 2 μl 

V τελικόσ 18 μl 18 μl 

 

6. Σα ςφαιρίδια αναδιαλφονται χτυπϊντασ τα με το δάχτυλο. Οι ςωλινεσ κερμαίνονται ςε 

υδατόλουτρο για 2 λεπτά ςτουσ 50oC. 

 

7. Οι ςωλινεσ αφινονται για 15 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου και μετά τοποκετοφνται 

ςτον πάγο. 

 

8. Προςτίκενται 2 μl T4 DNA λιγάςθ ςε κάκε ςωλινα και αναμιγνφεται καλά το περιεχόμενο 

με μία πιπζτα. 

 

9. Επωάηονται για δφο ϊρεσ ςτουσ 16oC. Κάκε 15 λεπτά πρζπει να αναδεφονται. 

 

10. Μετά τισ δφο ϊρεσ προςτίκενται πάλι τα αντιδραςτιρια του παραπάνω πίνακα (ςυνολικοφ 

όγκου 18 μl) και δφο 2 μl T4 DNA λιγάςθ. Σα δείγματα αναδεφονται με πιπζτα.  

 

11. Οι ςωλινεσ μζνουν over night ςτουσ 16 oC.  
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12. ΢θμείωςθ: Προτείνεται να γίνει ζνα mix 36 μl με τα αντιδραςτιρια του ςωλινα Α και ζνα 

mix για τον ςωλινα Β (για να είναι πιο εφκολο το πιπετάριςμα των μικρϊν ποςοτιτων). 

Αρχικά να προςτεκοφν τα 18 μl και μετά τισ 2 ϊρεσ να προςτεκοφν τα υπόλοιπα 18 μl.   

 

13. Ο ςωλινασ τοποκετείται για 1-2 λεπτά ςτο magnetic rank και προςεκτικά αφαιρείται το 

υπερκείμενο. 

 

14. Πλζνεται κάκε ςωλινασ τρεισ φορζσ με 500 μl Wash Buffer D, και μετά τα ςφαιρίδια  

αναδιαλφονται ςε 500 μl Wash Buffer D. 

 

7.5 Πζψθ με το ζνηυμο ετικζτασ (Tagging Enzyme) 
Σο Mme I είναι ενηυμο περιοριςμοφ τφπου ΛΛΛ που αναγνωρίηει τθν παρακάτω αλλθλουχία και 

κόβει 20 bp μακριά. 

 

Θ πζψθ με το ζνηυμο ετικζτασ Mme I ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν απελευκζρωςθ του 

προςαρμογζα με ζνα μικρό κομμάτι από το cDNA των ςφαιριδίων. 

Τλικά: 

Τδατόλουτρο ςτουσ 37 oC 

LoTE: 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0,2 mM EDTA ςε νερό, αποκθκεφεται ςτουσ 4oC 

100X BSA 

1Χ Buffer T4 λιγάςθσ: 40 mM Tris-HCl,10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP (pH 7.8 at 25°C). 

MmeI 2u/μl (Biolabs) 

SAM 32 mM S-adenosylmethionine (Biolabs) 

οξικό αμμϊνιο 7Μ 

Ακανόλθ 100%, 70% 

Γλυκογόνο 20 mg/ml 

 
Παραςκευή  10Χ SAM 
 
Σο 10Χ SAM (400 μΜ) πρζπει να παραςκευαςτεί λίγο πριν χρθςιμοποιθκεί ϊςτε να 

εξαςφαλιςτεί θ ςτακερότθτα. 
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΢υςτατικά Ποςότθτα 

32-mM SAM 1 μl 

DEPC water ςε 80 μl μl 

  

Παραςκευή 1X Buffer 4/1X SAM 

Σο διάλυμα  πρζπει να παραςκευαςτεί λίγο πριν χρθςιμοποιθκεί ϊςτε να εξαςφαλιςτεί θ 

ςτακερότθτα. 

΢υςτατικά  Ποςότθτα 

32-mM SAM 1 μl 

1Χ Buffer 4 ςε 800 μl μl 

 

1. Οι ςωλινεσ από το προθγοφμενο βιμα τοποκετοφνται για 1-2 λεπτά ςτο magnetic rank και 

προςεκτικά αφαιρείται το υπερκείμενο. 

 

2. Κάκε ςωλινασ πλζνεται δφο φορζσ με 200 μl Παραςκευι 1X Buffer 4/1X SAM. Προςεκτικά 

αφαιρείται το υπερκείμενο, και τοποκετοφνται οι ςωλινεσ ςτον πάγο. 

 

3. ΢ε κάκε ςωλινα τοποκετοφνται τα παρακάτω αντιδραςτιρια: 

 

LoTE 70 μl 

10X Buffer 4 10 μl 

10Χ SAM (400 μΜ) 10 μl 

Mme I 10 μl 

V τελικόσ 100 μl 

 

4. Οι ςωλινεσ επωάηονται για 2,5 ϊρεσ ςτουσ 37oC κατά διαςτιματα αναδεφονται. 

 

5. Οι ςωλινεσ τοποκετοφνται για 1-2 λεπτά ςτο magnetic rank. Σο υπερκείμενο δεν πρζπει 

να πεταχτεί. Σο υπερκείμενο αφαιρείται προςεχτικά από κάκε ςωλινα και μεταφζρεται ςε 

νζο ςωλινα. Οι ετικζτεσ (tags) βρίςκονται ςτο υπερκείμενο. 

 

7.6 Δθμιουργία ditags 
Μετά τθν πζψθ με το Mme I, τα tags ςυνδζονται ςε ditags. Θ T4 λιγάςθ καταλφει τον 

ςχθματιςμό 2 φωςφοδιεςτερικϊν δεςμϊν μεταξφ του 5ϋ φωςφορικοφ και 3ϋυδροξυλετικοφ 

άκρου ςε δίκλωνο DNA ι RNA. Σο ζνηυμο ενϊνει και τυφλά και μονόκλωνα άκρα και 

ςυμπλθρϊνει εγκοπζσ ςτθν δίκλωνθ αλυςίδα DNA, RNA ι RNA/DNA. 

Τλικά: 

Τδατόλουτρο ςτουσ 16 oC και 37 oC. 



49 

 

70% και 100% αικανόλθ 

T4 DNA λιγάςθ 1 u/μl (Fermentas) 

1Χ Buffer T4 λιγάςθσ: 40 mM Tris-HCl,10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP (pH 7.8 at 25°C). 

1. Φαινόλθ/χλωροφόρμιο 

 

2. Κατακριμνιςθ με αικανόλθ 

 

3. Μεταφζρονται τα 100 μl από τον ςωλινα Α ςτον ςωλινα Β (200 μl ςυνολικά) 

 

4. Πλζνεται ο ςωλινασ Α με 100 μl LoTE τα οποία ςτθ ςυνζχεια μεταφζρονται ςτον ςωλινα Β, 

ϊςτε ο τελικόσ όγκοσ να είναι 300 μl. 

 

5. ΢τα 300 μl δείγματοσ  προςκζτονται 150 μl φαινόλθ, 150 μl χλωροφόρμιο και αναδεφονται 

όλα μαηί. Ακλουκεί φυγοκζντριςθ για 5 λεπτά ςε μζγιςτεσ ςτροφζσ. 

 

6. Μεταφζρεται θ υδατικι φάςθ (περίπου 300 μl) ςε νζο ςωλινα. 

 

7. Αφαιροφνται 200 μl από τθν υδατικι φάςθ από το προθγοφμενο βιμα και τοποκετοφνται 

ςε ζνα νζο ςωλινα. Αυτό κα είναι το δείγμα. 

 

8. Προςκζτονται 100 μl DEPC water ςτα 100 μl που απζμειναν (τελικόσ όγκοσ 200 μl). Αυτό κα 

είναι το αρνθτικό control. 

 

9. ΢ε κάκε ςωλινα προςκζτουμε 166,6 μl οξικό αμμϊνιο, 3 μl γλυκογόνο, 1ml αικανόλθ 

100%. Ανακατεφονται ζντονα. 

 

10. Οι ςωλινεσ μπαίνουν για 45 λεπτά ςτουσ -20oC και φυγοκεντροφνται για 30 λεπτά ςε 

μζγιςτεσ ςτροφζσ. 

 

11. Προςεκτικά αφαιρείται το υπερκείμενο από κάκε ςωλινα. 

 

12. Κάκε ςωλινασ πλζνεται με 1ml αικανόλθ. 

 

13. Σο υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίηθμα αφινεται να ςτεγνϊςει. 

 

14. Σο δείγμα αναδιαλφεται ςε 7 μl LoΣΕ και το αρνθτικό control ςε 2 μl LoTE. 

 

7.7 ΢φνδεςθ των tag ςε ditag 
 

1. ΢ε δφο δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ ετοιμάηονται τα παρακάτω διαλφματα. 
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Αντιδραςτιρια  2X Ditag Reaction 2X Negative Control 

3 mM Tris-HCl pH7,5 2,4 μl 2,25 μl 

10X Ligase Buffer 1,4 μl 0,75 μl 

DEPC water 1,4 μl 0,75 μl 

T4 DNA λιγάςθ(1u/μl) 1,8 μl - 

 

2. Προςτίκενται τα 7 μl από 2Χ Ditag Reaction ςτα tag που είναι αναδιαλυμζνα 7 μl LoTE, και 

2 μl από το 2X Negative Control (από τα 3,75) ςτα 2 μl LoTE του αρνθτικοφ control. 

 

3. Επωάηονται overnight ςτουσ 16oC. 

 

7.8 Βελτίωςθ των PCR ςυνκθκϊν 
΢ε αυτό το βιμα κα αποφαςιςτοφν οι βζλτιςτεσ αραιϊςεισ των προϊόντων ςφνδεςθσ για τθν 

μεγάλθσ κλίμακασ PCR των ditag. 

Τλικά: 

PCR tubes 

DNA δείχτεσ μοριακοφ βάρουσ 

1Χ Buffer BIO TAQ DNA πολυμεράςθ: 16 mM (NH4)2SO4, 67mM Tri-HCl pH 8.8, Stabilizer  

Hot-Start 5 u/μl (Kappa) 

DMSO 

dNTPs 2,5mM each (Bioline) 

MgCl2 50mM each (Bioline) 

Primer 1 300 ng/μl 

Primer 1 300 ng/μl 

Εναλλακτικά μπορεί να χρθςιμοποιθκεί θ BIO TAQ DNA πολυμεράςθ (5u/μl) τθσ Bioline με τθν 

διαφορά ότι θ ποςότθτα των dNTPs που χρθςιμοποιείται είναι 0,25 mM each (δθλαδι 

προςκζτουμε 5 μl) και ότι το buffer τθσ είναι 10Χ. 

1. Μετά τθν overnight  επϊαςθ προςκζςτε 10 μl LoTE ςτο αρνθτικό control. 

 

Για να αποφευχκεί μόλυνςθ καλό κα ιταν το αρνθτικό control να παραςκευαςτεί ςε 

διαφορετικό χϊρο από το δείγματα. 

Γίνονται οι αραιϊςεισ: 

 Αρνθτικό control: 1/20 

 Δείγμα: 1/40, 1/100  
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Αναδεφονται καλά με τθν πιπζτα και μπαίνουν ςε μία ςυςκευι PCR. 

κερμοκραςία χρόνοσ κφκλοι 

95oC 2 λεπτά 1 

95 oC 30 δευτερόλεπτα  
27 55 oC 1 λεπτό 

70 oC 1 λεπτό 

70 oC 5 λεπτά 1 

 

Μετά τθν PCR, θλεκτροφορείται περίπου το 10% του δείγματοσ ι ςε 10-20% πολυακριλαμίδιο 

ι ςε 4% αγαρόηθ gel. Γενικά, αναμζνεται μία ζντονθ ηϊνθ ςτισ 136 bp  και μία αςκενζςτερθ 

ςτισ 100 bp. 

Αν θ ποςότθτα ι ποιότθτα των PCR προϊόντων δεν είναι ικανοποιθτικι μπορεί να χρειαςτεί 

βελτιςτοποίθςθ του αρικμοφ των κφκλων τθσ PCR. Αν παρατθροφνται ηϊνεσ υψθλότερου 

μοριακοφ βάρουσ, πρζπει να μειωκεί θ ποςότθτα του δείγματοσ ι αρικμόσ των κφκλων τθσ 

PCR. ΢το αρνθτικό control δεν πρζπει να παρατθρείται καμία ηϊνθ. 

 

7.9 PCR μεγάλθσ κλίμακασ (Large Scale PCR) 
΢ε αυτό το βιμα θ μεγάλθσ κλίμακα PCR χρθςιμοποιϊντασ τισ ςυνκικεσ που αποφαςίςτθκαν 

ςτο προθγοφμενο βιμα ϊςτε να παραχκεί αρκετόσ αρικμόσ ditag για τον ςχθματιςμό των 

αλυςομερϊν. 

 

7.10 Κακαριςμόσ από gel των 130 bp ditag 
΢ε αυτό το βιμα γίνεται ο κακαριςμόσ των 130 bp ditag μετά τθν μεγάλθσ κλίμακα PCR. Θ 

αντίδραςθ PCR θλεκτροφορείται ςε 12% gel πολυακρυλαμιδίου ϊςτε να διαχωριςτεί θ ηϊνθ 

Αντιδραςτιρια ΢ωλινασ 1 ΢ωλινασ 2 ΢ωλινασ 3 

5X Buffer 10 μl 10 μl 10 μl 

DMSO 3 μl 3 μl 3 μl 

dNTP Mix (2.5 mM each) 4 μl 4 μl 4 μl 

Primer 1 1 μl 1 μl 1 μl 

Primer 2 1 μl 1 μl 1 μl 

DEPC water 26,5 μl 26,5 μl 26,5 μl 

Hot Start Polymerase 0,5 μl 0,5 μl 0,5 μl 

1/40 αραίωςθ του δείγματοσ 1 μl - - 

1/100 αραίωςθ του δείγματοσ - 1 μl - 

1/20 αραίωςθ του αρνθτικοφ control - - 1 μl 

V τελικόσ 50 μl 50 μl 50 μl 
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των 136 bp από τθν μπάντα μόλυνςθσ των 100 bp. Θ ηϊνθ των 136 bp απομονϊνεται, εκλφεται 

από το gel, και κακαρίηεται χρθςιμοποιϊντασ ςτιλθ φυγοκζντριςθσ.  

Ηλεκτροφόρηςη gel 

Σα PCR προϊόντα κακαρίηονται με φαινόλθ/χλωροφόρμιο και κατακρθμνίηονται.  

Θλεκτροφοροφνται ςε gel πολυακρυδαμιδίου 12%.  

Μετά τθν θλεκτροφόρθςθ βάφονται με 1 μg/ml βρωμιοφχο αικίδιο ϊςτε να φαίνονται ςε 

ακτινοβολία UV.  

Έκλουςη του DNA από το gel  

Σο ζκλουςμα κατακρθμνίηεται με αικανόλθ. 

 

7.11 Πζψθ των 136 bp ditag με Nla III. 
Πζπτοντασ τα 136 bp ditag με Nla III παράγονται 34 bp ditag. Είναι ςθμαντικό να 

πραγματοποιθκεί πάνω από 80% πζψθ με το Nla III. 

Αρχικά γίνεται πζψθ με το Nla III. 

Ζπειτα ακολουκεί κατακριμνιςθ των 34 bp ditag με αικανόλθ και θλεκτροφόρθςθ ςε gel 

πολυακρυλαμιδίου 12%. 

΢τθν ςυνζχεια το DNA του επικυμθτοφ μεγζκουσ εκλφεται από το gel και κατακρθμνίηεται. 

 

7.12 ΢φνδεςθ των 34 bp για τθν παραγωγι αλυςομερϊν 
Αρχικά πραγματοποιείται μία αντίδραςθ ςφνδεςθσ και το προϊόν θλεκτροφορείται είτε ςε gel 

αγαρόηθσ 2% ι ςε gel πολυακρυλαμιδλιου 8%. Κα πρζπει να παρατθρείται ζνα smear ςτισ 100 

bp.  

΢τθν ςυνζχεια πραγματοποιείται ζκλουςθ του DNA και μετά κατακριμνιςθ με αικανόλθ.   

7.13 Κλωνοποίθςθ των αλυςομερϊν ςε φορζα 
 

7.14 Αλλθλοφχιςθ του αλυςομερουσ 

 

7.15 Ανάλυςθ των δεδομζνων 
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Παράρτθμα 

Δθμιουργία linker ( προςαρμογζων) 
Οι linker 1Α, 1B, 2Α και 2Β διαλφονται ςε ενζςιμο φδωρ ϊςτε αν ζχουν ςυγκζντρωςθ 350 ng/μl 

Kinasing reaction for the linker 

Θ Σ4 πολυνουκλεοτιδικι κινάςθ καταλφει τθν ανταλλαγι τθν γ φωςφορικισ ομάδασ από τθν 

του ATP ςτο 5ϋκαρβοξυτελιικό άκρο μονι ι διπλισ αλυςίδασ DNA και RNA, κακϊσ επίςθσ και 

3ϋ-μονοφωςφορικά νουκλεοςίδια. Αυτι θ τροποποιθμζνθ μορφι δεν ζχει δραςτθριότθτα 

κινάςθσ. Θ φωςφορυλίωςθ των linker 1B και 2Β είναι απαραίτθτθ ϊςτε να μποροφν ςε 

παρακάτω βιματα να ςυνδζονται με το cDNA κακϊσ απαιτείται μία φωςφορικι ομάδα ςτο 

5ϋάκρο.  

Αντιδραςτιρια ΢ωλινασ 1 ΢ωλινασ 2 

Linker 1B (350 ng/μl) 9 μl - 

Linker 2B (350 ng/μl) - 9 μl 

LoTE 6 μl 6 μl 

10X Buffer Κινάςθσ 2 μl 2 μl 

10 mM ATP 2 μl 2 μl 

Σ4 πολυνουκλεοτιδικι κινάςθ (Takara 10 u/μl) 1 μl 1 μl 

 

Ακολουκεί επϊαςθ για μία ϊρα ςτουσ 37oC. 

Οι ςωλινεσ κερμαίνονται ςτουσ 65oC για 10 λεπτά ϊςτε να απενεργοποιθκεί το ζνηυμο. 

Αναμιγνφονται: 

9 μl Linker 1A 20 μl φωςφορυλιωμζνου Linker 1B (τελικι ςυγκζντρωςθ 200 ng/μl) 

9 μl Linker 2Α 20 μl φωςφορυλιωμζνου Linker 2B (τελικι ςυγκζντρωςθ 200 ng/μl) 

Για να ςυνδεκοφν οι linker ακολουκείται θ εξισ διαδικαςία: 

 Κζρμανςθ ςτουσ 95oC για πζντε λεπτά ςτο υδατόλουτρο. 

 Με πάγο πζφτει θ κερμοκραςία του υδατόλουτρου ςτουσ 65oC. Οι linker επωάηονται 

ςτουσ 65oC για δζκα λεπτά 

 Αφινουμε να πζςει θ κερμοκραςία του υδατόλουτρου ςταδιακά ςτουσ 32oC 

ανοίγοντασ το καπάκι. Πρζπει να πζφτει περίπου 1oC το λεπτό. 
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Αλληλουχίεσ Linker και Primer 

Linkers: 

a. Linker 1A 5'-TTTGGATTTGCTGGTGCAGTACAACTAGGCTTAATATCCGACATG-3' 

b. Linker 1B 5'-TCGGATATTAAGCCTAGTTGTACTGCACCAGCAAATCC AminoModified C7-3' 

c. Linker 2A 5'-TTTCTGCTCGAATTCAAGCTTCTAACGATGTACGTCCGACATG-3' 

d. Linker 2B 5'-TCGGACGTACATCGTTAGAAGCTTGAATTCGAGCAG AminoModified C7-3' 

Οι είναι βιοτινυλιωμζνοι ςτο τρίτο άκρο: 

a. Primer 1 Biotin - 5'-GTG CTC GTG GGA TTT GCT GGT GCA GTA CA-3' 

b. Primer 2 Biotin - 5'-GAG CTC GTG CTG CTC GAA TTC AAG CTT CT-3' 
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Αποτελζςματα 
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Θ τεχνικι SAGE είναι μία μζκοδοσ ανάλυςθσ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ ςε μεγάλθ κλίμακα που 

δίνει τθ δυνατότθτα να κακορίςει τα ςχετικά επίπεδα των μεταγράφων ςε ζνα κυτταρικό 

πλθκυςμό. Πρακτικά, κακορίηεται θ αλλθλουχία μικρϊν ετικετϊν μεταγράφων, ζτςι ϊςτε θ 

αφκονία ενόσ mRNA να ςυνάγεται μετρϊντασ πόςεσ φορζσ εκπροςωπείται το mRNA αυτό το 

δείγμα. Παρακάτω παρατίκενται τα αποτελζςματα των προςπακειϊν μασ. Επιχειρικθκε μία 

δοκιμαςτικι προςζγγιςθ των πρϊτων ςταδίων τθσ SAGE (απομόνωςθ mRNA, ςφνκεςθ cDNA, 

πζψθ Nla III, ςφνδεςθ τθν προςαρμογζων, ςφνδεςθ των tag ςε ditag, PCR ενίςχυςθ) μζχρι το 

ςθμείο ενίςχυςθσ των ditags. ΢τθν αρχικι προςζγγιςθ χρθςιμοποιικθκε πλαςμιδιακό DNA το 

οποίο δεν ιταν ςυνδεμζνο ςε ςφαιρίδια, και ζτςι μετά από κάκε βιμα μποροφςαμε να 

ελζγξουμε αν θ διαδικαςία ιταν επιτυχισ θλεκτροφορϊντασ τα προϊόντα. ΢τθν ςυνζχεια θ 

μζκοδοσ επιχειρικθκε με mRNA ωσ αρχικό υλικό, όπωσ ορίηει το πρωτόκολο. ΢το βιμα τθσ 

PCR δοκιμάςτθκαν διάφορεσ τροποποιιςεισ που αφοροφςαν τθν ςυγκζντρωςθ των εκκινθτϊν 

και των ditags, κακϊσ και το είδοσ τθσ πολυμεράςθσ (hot-start ι proofreading). Ζπειτα 

πραγματοποιικθκε απομόνωςθ τθσ επικυμθτισ ηϊνθσ και re-PCR. ΢τθ re-PCR ζγιναν επίςθσ 

κάποιεσ δοκιμζσ ςχετικά με τθν ςυγκζντρωςθ του MgCl2, των εκκινθτϊν, των ditags, και το 

είδοσ τθσ πολυμεράςθσ. ΢τθν ςυνζχεια οι επικυμθτζσ ηϊνεσ κλωνοποιικθκαν και 

αλλθλουχικθκαν. Σζλοσ οι ετικζτεσ που προζκυψαν αντιςτοιχικθκαν με τθν χριςθ του GEO 

blast με γνωςτζσ αλλθλουχίεσ νουκλεοτιδίων ςυγγενικϊν οργανιςμϊν.  

 

Δοκιμι των ςταδίων τθσ SAGE με πλαςμιδιακό DNA 
 
Αρχικά τα ςτάδια τθσ SAGE δοκιμάςτθκαν με DNA από αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο γνωςτισ 

αλλθλουχίασ ϊςτε να μποροφμε να ελζγχουμε τθν επιτυχία κάκε βιματοσ. Θ αρχικι ποςότθτα 

που χρθςιμοποιικθκε ιταν 5 μg DNA όπωσ προτείνει ο Velculescu, o οποίοσ και ανακάλυψε 

τθν μζκοδο. Οι αντιδράςεισ πραγματοποιικθκαν ςφμφωνα με το Detailed Protocol of Serial 

Analysis of Gene Expression (Velculescu, 2000). 

Πζψθ με Nla III 

cDNA 50 μl 

LoTE 123 μl 

100X BSA 2 μl 

10X Buffer 4 20 μl 

NlaII 5 μl 

V τελικόσ 200 μl 

 

Μία ϊρα επϊαςθ ςτουσ 37oC. 
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Εικόνα 1. Ηλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 1% τθσ πζψθσ του πλαςμιδιακοφ DNA. Δεξιά 
διακρίνεται πλαςμίδιο που δεν ζχει υποςτεί πεψθ και ςτο κζντρο φαίνονται τα προϊόντα πζψθσ 
του πλαςμιδίου από το Nla III 

 

 

 

 

Σο πλαςμίδιο είναι γνωςτό ότι περιζχει κζςθσ αναγνϊριςθσ του Nla III. Μετά τθν πζψθ 

παίρνουμε τισ αναμενόμενεσ βάςεισ. 

Αφοφ επιβεβαιϊκθκε θ επιτυχία του βιματοσ,  ζπειτα πραγματοποιικθκε κακαριςμόσ με 

φαινόλθ / χλωροφόρμιο και κατακριμνιςθ των προϊόντων πζψθσ. Σα προϊόντα πζψθσ ςτθν 

ςυνζχεια αναδιαλφκθκαν ςε LoTE. 

΢φνδεςθ των προςαρμογζων (linkers) 

Θ ςφνδεςθ των προςαρμογζων αναμζνεται να μετατοπίςει τισ ηϊνεσ που προκφπτουν από τθν 

πζψθ με το Nla III περίπου κατά 80 bp, κακϊσ κάκε προςαρμογζασ ζχει μικοσ περίπου 40 bp  

και ςυνδζονται ςτα δφο άκρα των κομματιϊν DNA λόγω των ςυμπλθρωματικϊν μονόκλωνων 

άκρων των προςαρμογζων και των κομματιϊν DNA. 

Αντιδραςτιρια ΢ωλινασ Α ΢ωλινασ Β 

Προςαρμογζασ Α (300ng/μl) 5 μl - 

Προςαρμογζασ Β(300ng/μl) - 5 μl 

cDNA 19 μl 19 μl 

10X Buffer λιγάςθσ 3μl 3 μl 

V τελικόσ 27 μl 27 μl 

 

Σα δείγματα επωάςτθκαν 2 λεπτά ςτουσ 50oC και αφζκθκαν 15 λεπτά ςτον πάγο για να πζςει θ 

κερμοκραςία. Ζπειτα, προςτζκθκαν 3 μl λιγάςθσ και επωάςτθκαν 2 ϊρεσ ςτουσ 22 oC. 

 

 

 

. 

 

Ladder      1            2 
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Εικόνα 2. Ηλθκτροφόρθςθ  ςε πικτωμα αγαρόηθσ 1% των αντιδράςεων ςφνδεςθσ με τουσ 

προςαρμογείσ ΢τθ διαδρομι 3 διακρίνονται τα προϊόντα πζψθσ του πλαςμιδίου με το Nla 

ΙΙΙ. ΢τθ διαδρομι 1 διακρίνονται τα προϊόντα ςφνδεςθσ των κομματιϊν DNA με τον 

προςαρμογζα 1, ενϊ ςτθ διαδρομι 2 με τον προςαρμογζα 2. 

 

 

 

΢τθ ςυνζχεια, αφοφ διαπιςτϊκθκε θ ςφνδεςθ των προςαρμογζων (κακϊσ τα προϊόντα πζψθσ 

μετατοπίςτθκαν κατά 80 bp), πραγματοποιικθκε ανάκτθςθ των 4 πρϊτων μπαντϊν από τα 

προϊόντα ςφνδεςθσ  

Πζψθ με Mme I 

Οι μπάντεσ που ανακτικθκαν από το πικτωμα αγαρόηθσ από το προθγοφμενο βιμα 

υπζςτθςαν πζψθ με το Mme I. Θ κζςθ αναγνϊριςθσ του ενηφμου βρίςκεται ςτο 3ϋ άκρο του 

προςαρμογζα και κόβει περίπου 20 bp εςωτερικά τθσ αλλθλουχίασ του πλαςιμιδίου. Ζτςι, 

μετά τθν πζψθ αναμζνεται μία μπάντα περίπου 60bp. 

cDNA 37,2 μl 

10X Buffer 4 5 μl 

SAM (3,2 mΜ) 5,8 μl 

Mme I 2 μl 

V τελικόσ 50 μl 

 

Μία ϊρα επϊαςθ ςτουσ 37oC. 

 

 

 

Εικόνα 3. Ηλθκτροφόρθςθ  ςε πικτωμα αγαρόηθσ 1% των αντιδράςεων πζψθσ με το 
MmeI. ΢τθ διαδρομι 1 και 2 διακρίνονται τα προϊόντα πζψθσ των κομματιϊν DNA 
που είχαν ςυνδεκεί με τον προςαρμογζα 1 και 2 αντίςτοιχα. ΢τθ διαδρομι 3 και 4 
φαίνονται τα προϊόντα ςφνδεςθσ των κομματιϊν DNA με τον προςαρμογζα 1 και με 
τον προςαρμογζα 2 αντίςτοιχα. 

 

 

ladder   1             2         3 

 

ladder   1         2        3          4 
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Ακολοφκθςε ανάκτθςθ τθσ ηϊνθσ των 60 bp από το πικτωμα. Και ςτθν ςυνζχεια οι ετικζτεσ 

των 60 bp υποβλικθκαν ςε αντίδραςθ ςφνδεςθσ για τθν δθμιουργία ditag. 

΢φνδεςθ των tag ςε ditag 

cDNA 16 μl 

10X Ligase Buffer 2 μl 

T4 DNA λιγάςθ(1u/μl) 2 μl 

V τελικόσ 50 μl 

 

Επϊαςθ 2 ϊρεσ ςτουσ 22oC. 

PCR ενίςχυςθ 

Ζπειτα τα ditag ενιςχφκθκαν με PCR όμωσ παρατθρικθκε μόνο μία μπάντα που αντιςτοιχεί 

ςτο διμερζσ των προςαρμογζων ςτισ 100 bp. 

 

 

 

Εικόνα 4. Ηλεκτροφόρθςθ των προϊόντων PCR ςε πικτωμα αγαρόηθσ 2%. 

 

 

 

 

 
 

Rubust – Long SAGE 
 
Θ μζκοδοσ χρθςιμοποιεί ωσ tagging enzyme (δθλαδι για τθν απελευκζρωςθ των tag) το Mme 

I, όπωσ αναλφκθκε παραπάνω. Σο MmeI πζπτει τθν πάνω αλυςίδα 20 bp μακριά από τθν κζςθ 

αναγνϊριςθσ και τθν κάτω 18 bp, αφινοντασ ζτςι μονόκλωνα άκρα. Σο ζνηυμο Σ4 λιγάςθ που 

χρθςιμοποιείται για τθν ςφνδεςθ των tags μπορεί επίςθσ για ςυμπλθρϊνει αυτά τα 

μονόκλωνα άκρα. Ζτςι μετά τθν PCR ενίςχυςθ τα ditags προκφπτουν ζχουν μικοσ 132 με 134 

bp, ανάλογα αν θ Σ4 λιγάςθ ζχει προλάβει να ςυμπλθρϊςει τα μονόκλωνα άκρα πριν γίνει θ 

ςφνδεςθ των tags ςε ditags. 

Ζγιναν διάφορζσ τροποποιιςεισ ςτθν PCR όςον αφορά το ενηυμο που χρθςιμοποιικθκε, τθν 

αραίωςθ του δείγματοσ και τθν ποςότθτα των εκκινθτϊν. 

Αρχικά ζγινε PCR ενίςχυςθ των ditag με τθν πολυμεράςθ Hot – Start τθσ Kappa. Οι αραιϊςεισ 

των ditags που χρθςιμοποιικθκαν ιταν 1/40 και 1/100. 

Ladder         1 
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Εικόνα 5. Ηλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 4% των προϊόντων PCR με τθν 
Hot – Start τθσ Kappa. Για τθν PCR ςτθ διαδρομι 1 χρθςιμοποιικθκε 1/40 αραίωςθ 
των ditag, και για ςτθ διαδρομι 2 1/100 αραίωςθ των ditag. Για τθν PCR ςτθ 
διαδρομι 3 χρθςιμοποιικθκε 1/20 αραίωςθ του control. 

 

 

 

 

Ακόμα, ζγιναν κάποιεσ δοκιμζσ εκτόσ από τθν Hot – Start πολυμεράςθ και με τθν πολυμεράςθ 

Bio – Taq τθσ Bioline. Χρθςιμοποιικθκε ςυγκζντρωςθ των εκκινθτϊν που προτείνει το I Sage 

Long kit (Invitrogen) και ο Velculescu ςτο Detailed Protocol of SAGE δθλαδι 350 ng, κακϊσ και 

θ τριπλάςια ποςότθτα από αυτι. Οι αραιϊςεισ των ditag ιταν 1/20 και 1/30. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6. Ηλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 4% των 
προϊόντων PCR με τθν Bio – Taq τθσ Bioline και τθν Hot – Start.  

 

 

 

 

Δεν παρατθρικθκαν ςθμαντικζσ διαφορζσ, αν και καλφτερα αποτελζςματα ζδωςε θ Bio – Taq 

τθσ Bioline ςτθν αραίωςθ 1/10. 

΢τθν ςυνζχεια πραγματοποιικθκε ανάκτθςθ από το πικτωμα θ περιοχι γφρω ςτισ 134 bp ςε 

50 μl ΣΕ και ακολοφκθςε re-PCR με τθν Bio – Taq τθσ Bioline. 

Re-PCR 

 

 

 

         1             2        ladder           3 

αραίωςθ 
 των ditag 

Bio – Taq  πνιπκεξ. Hot – Start πνιπκεξ. 

1X εθθηλ. 

1/10    1/30   1/10     1/30   1/10   1/30  1/10  1/30 ladder

 
 

 

 1/10    1/30   1/10     1/30  1/10  1/30 

3X εθθηλ. 1X εθθηλ. 3X εθθηλ. 
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Εικόνα 7. Ηλεκτροόρθςθ προϊόντων re-PCR ςε πικτωμα 4%. ΢τθ re-PCR ςτθ διαδρομι 1 
χρθςιμοποιικθκε  1 μl από το δείγμα ανάκτθςθσ και ςτθ διαδρομι 2 3 μl από το δείγμα 
ανάκτθςθσ. 

 

 

 

 

Επειδι κατά τθν ανάκτθςθ από το πικτωμα απομονϊκθκε μία ευρεία περιοχι, υπάρχουν και 

άλλεσ ηϊνεσ ςτισ 100 bp και ςτισ 150 bp. 

Καταρχιν, δοκιμάςτθκαν κάποιεσ τροποποιιςεισ που αφοροφν τθν ςυγκζντρωςθ του MgCl2 (1 

mM, 1,5 mM, 2 mM) και τθν ποςότθτα των ditag (1 μl, 0,1 μl). Σο MgCl2  Χρθςιμοποιικθκε θ 

Bio – Taq τθσ Bioline 

 

 

 

 

Εικόνα 8. Ηλεκτροφόρθςθ των προϊόντων διαφόρων 
τροποποιιςεων (ποςότθτα MgCl2 και δείγματοσ) τθσ re-PCR ςε 
πικτωμα αγαρόηθσ 4% 

 

 

Αντιδραςτιρια  ΢ωλινασ 1 ΢ωλινασ 2 

5X Buffer 5 μl 5 μl 

DMSO 3 μl 3 μl 

dNTP Mix (2.5 mM each) 5 μl 5 μl 

Primer 1 (350 ng/μl) 1 μl 1 μl 

Primer 2 (350 ng/μl) 1 μl 1 μl 

MgCl2 (50 mM) 3 μl 3 μl 

DEPC water 30,5 μl 28,5 μl 

Bio – Taq  (5u/μl  Bioline) 0,5 μl 0,5 μl 

Δείγμα ανάκτθςθσ από πικτωμα 1 μl 3 μl 

V τελικόσ 50 μl 50 μl 

1 κl από ην δείγκα 

αλάθηεζεο 

0,1 κl από ην δείγκα 

αλάθηεζεο 

1mM   1,5 mM   2 mM   ladder   1 mM   1,5 mM  2mM 
Σπγθέληξσζε 

MgCl2 

Ladder          1           2 
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Ακολοφκθςαν και άλλεσ τροποποιιςεισ τθσ re-PCR όςο αφορά τθν ςυγκζντρωςθ του MgCl2 

(2,5 mM, 3 mM, 3,5 mM)  και τθν ποςότθτα του δείγματοσ ανάκτθςθσ (1 μl, 0,1 μl, 0,02 μl). 

Χρθςιμοποιικθκε θ Bio – Taq τθσ Bioline. 

 

 

  

 

 

Εικόνα 9. .Ηλεκτροφόρθςθ των προϊόντων διαφόρων 
τροποποιιςεων (ποςότθτα MgCl2 και δείγματοσ) τθσ re-PCR 
ςε πικτωμα αγαρόηθσ 4% 

 

 

 

 

 

Σζλοσ πραγματοποιικθκαν ςτθν re-PCR κάποιεσ αλλαγζσ ςτθν ςυγκζντρωςθ των εκκινιτων 

(1/3 μl, 1 μl, 3 μl από stock 350 ng/μl). Χρθςιμοποιικθκε θ Bio – Taq τθσ Bioline. 

  

 

 

Εικόνα 10. .Ηλεκτροφόρθςθ των προϊόντων διαφόρων τροποποιιςεων (ποςότθτα 
εκκινθτϊν) τθσ re-PCR ςε πικτωμα αγαρόηθσ 4%. ΢τθ διαδρομι 1 θ ςυγκζντρωςθ των 
εκκινθτϊν ιταν 1/3X, ςτθ διαδρομι 2 ιταν 1X και ςτθ διαδρομι 3 ιταν 3X. 

 

 

 

Από τισ παραπάνω δοκιμζσ παρατθριςαμε ότι καλυτζρα αποτελζςματα ζχουμε ςε υψθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ MgCl2 (3 mM) και όταν προςκζταμε 1 μl από το δείγμα ανάκτθςθσ. Θ 

μεγαλφτερθ ποςότθτα εκκινθτϊν αφξθςε τθν ζνταςθ τθσ ηϊνθσ των 134 bp, αλλά αναλογικά 

αφξθςε περιςςότερο τθν ζνταςθ τθσ μθ ειδικισ μπάντασ των 100 bp. Για τουσ παραπάνω 

λόγουσ για τθν ςυνζχιςθ των πειραμάτων χρθςιμοποιικθκε το δείγμα που θ ςυγκζντρωςθ του 

MgCl2 ιταν 3 mM, θ ποςότθτα των εκκινθτϊν ιταν 1 μl από stock 350 ng/μl και το δείγμα 

ανάκτθςθσ που προςτζκθκε ιταν 1 μl (δθλαδι το τρίτο δείγμα τθσ εικόνασ 9). 

0,02 κl 0,1 κl από δείγκα 

αλάθηεζεο 
2,5mM 

MgCl2 

1 κl από δείγκα 

αλάθηεζεο 

1           2            3   ladder  

ladder 

Σπγθέληξσζε 

MgCl2 

2,5mM  3  mM  3,5 mM  ladder  2,5 mM  3  mM  3,5mM  3mM 
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Κλωνοποίθςθ  

Σο  τρίτο δείγμα τθσ εικόνασ 9 θλεκτροφορικθκε ξανά και ζγινε ανάκτθςθ από το πικτωμα τθσ 

μπάντα των 134 bp και τθσ μπάντασ των 150 bp ξεχωριςτά. Οι δφο μπάντεσ κλωνοποιικθκαν 

ςτον φορζα pBluescript ΛΛ με ςκοπό να αλλθλουχθκοφν. ΢τθν ςυνζχεια πραγματοποιικθκε 

πζψθ με το ζνηυμο Pvu II για να διαπιςτωκεί αν το πλαμςίδιο ζχει ενςωματϊςει το ζνκεμα. Ο 

φορζασ ζχει μικοσ 3,000 kb και δφο κζςεισ αναγνϊριςθσ για το ζνηυμο Pvu II. Αν ο φορζασ δεν 

ζχει ενςωματϊςει το ζνκεμα αναμζνεται μετά τθν πζψθ να προκφψουν δφο μπάντεσ μία 2,500 

bp και μία 500 bp. Αντίκετα, αν ο φορζασ ζχει ενςωματϊςει το ζνκεμα αναμζνεται πάλι θ 

μπάντα των 2,500 bp μία μπάντα (500 bp + μικοσ ενκζματοσ bp). ΢τθν περίπτωςθ που 

εξετάηουμε αν το πλαςμίδιο αναςυνδυαςτεί προκφπτει μία μπάντα ςτισ 2,500 bp και μία 

περίπου ςτισ 634 kb (ζνκεμα 134 bp) ι 650 bp (ζνκεμα 150 bp). 

 

  

Εικόνα 11. Ηλεκτροφόρθςθ των προϊόντων πζψθσ του αναςυνδιαςμζνου φορζα 
pBluescript ΙΙ με το ζνηυμο περιοριςμοφ Pvu II ςε ππικτωμα αγαρόηθσ 1%. ΢τθν πρϊτθ και 
τθν τρίτθ διαδρομι διακρίνονται τα προϊόντα πζψθσ του φορζα που ενςωμάτωςε το 
κομμάτι DNA μικουσ 134 bp και ςτθν τζταρτθ διαδρομι που ενςωμάτωςε το κομμάτι 
μικουσ 150 bp. ΢τθν δεφτερθ διαδρομι παρατθροφνται τα προϊόντα πζψθσ μθ 
αναςυνδιαςμζνου φορζα.  

 

 

Σα  δείγματα που διαπιςτϊκθκε ότι το ζνκεμα είχε ενςωματωκεί ςτον φορζα 

αλλθλουχικθκαν. 

 

Αποτελζςματα αλλθλοφχιςθσ 
 
Ο προςδιοριςμόσ τθσ πρωτοδιάταξθσ και θ ακόλουκθ νουκλεοτιδικι τουσ ςφγκριςθ ςτο 

πρόγραμμα blast του διαδικτυακοφ τόπου NCIB διαπιςτϊκθκε θ επιτυχία τθσ κλωνοποίθςθσ 

και εντοπιςτθκε θ αλλθλουχία των  ενκεμάτων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  1      2    ladder   3      4 
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Εικόνα 12. Νουκλεοτιδικι ςφγκριςθ με το 
πρόγραμμα blast των δειγμάτων. Και τα τρία 

δείγματα είχαν παρόμοια εικόνα. Σα 
αποτελζςματα ζδειξαν ότι οι αλλθουχίεσ 

είχαν 99% ομοιότθτα με τον φορζα 
pBluescript II (εκτόσ τθσ περιοχισ του 

ενκζματοσ).  

 

 

 

 

 

Αλληλουχία ενθζματοσ τησ μπάντασ των 150 bp. 

5’ GTG CTC GTG GGA TTT GCT GGT GCA GTA CAA CTA GGC TTA ATA TCC GAC ATG TTT TTG  
3’ CAC GAG CAC CCT AAA CGA CCA CGT CAT GTT GAT CCG AAT TAT AGG CTG TAC AAA AAC 
 
TTA  AAC AGG CGA CTT TTA AAT  TCT TAC ATG TCG GAC GTA CAT CGT TAG AAG CTT GAA TTC  
AAT  TTG TCC GCT GAA AAT TTA AGA ATG TAC AGC CTG CAT GTA GCA ATC TTC GAA CTT AAG 
 
GAG CAG CAC GAG CTC 3’ 
CTC GTC  GTG CTC GAG 5’ 

 

Αλληλουχία ενθζματοσ τησ μπάντασ των 134 bp (1). 

5’ GTG CTC GTG GGA TTT GCT GGT GCA GTA CAA CTA GGC TTA ATA TCC GAC ATG CAC CGA 
3’ CAC GAG CAC CCT AAA CGA CCA CGT CAT GTT GAT CCG AAT TAT AGG CTG TAC GTG GCT 
 
CGC GAT GGC TGG TGC ACC ATG TCG GAC GTA CAT CGT TAG AAG CTT GAA TTC  
GCG GTA CCG ACC ACG TGG TAC AGC CTG CAT GTA GCA ATC TTC GAA CTT AAG 
 
GAG CAG CAC GAG CTC 3’ 
CTC GTC  GTG CTC GAG 5’ 

 

Αλληλουχία ενθζματοσ τησ μπάντασ των 134 bp (2). 

5’ GTG CTC GTG GGA TTT GCT GGT GCA GTA CAA CTA GGC TTA ATA TCC GAC ATG AAT TAA 
3’ CAC GAG CAC CCT AAA CGA CCA CGT CAT GTT GAT CCG AAT TAT AGG CTG TAC TTA ATT 
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ATA ATT  TTT TGA ACT CAG  AT C ATG TCG GAC GTA CAT CGT TAG AAG CTT GAA TTC  
TAT TAA AAA ACG TGA GTC TA G TAC AGC CTG CAT GTA GCA ATC TTC GAA CTT AAG 
 
GAG CAG CAC GAG CTC 3’ 
CTC GTC GTG  CTC GAG 5’ 

 

Με κόκκινο χρϊμα παρουςιάηονται οι εκκινθτζσ, ενϊ με κίτρινο χρϊμα οι αλλθλουχίεσ των 

προςαρμογζων. Εςωτερικά των προςαρμογζων βρίςκονται τα ditags. 

Από αυτι τθν πειραματικι δομικι τθσ LongSAGE προζκυψαν 6 ετικζτεσ (tag). Mε τθν χριςθ 

του προγράμματοσ GEO (Gene Expression Omnibus) blast, αυτζσ οι ετικζτεσ αναγνωρίςτθκαν. 

 

Αλλθλουχία tag Καταχϊρθςθ GenBank Assession No. 

CATGTTTTTGTTAAACAGGC Drosophila melanogaster chromosome 3L, 
complete sequence >gb|AE014296.4| 
Drosophila melanogaster chromosome 3L, 
complete sequence 

NT_037436.3 

  

GACTTTTAAATTCTTACATG Drosophila melanogaster LP19363 full insert 
cDNA 
Drosophila melanogaster IP13186 full insert 
cDNA 
GH10162.3prime GH Drosophila melanogaster 
head pOT2 Drosophila melanogaster cDNA clone 
GH10162 3, mRNA sequence 

BT016050.1  

 

BT022817.1  

 

 

 

AW940349.1  

CATGCACCGACGCGAT Drosophila melanogaster chromosome 2L, 
complete sequence >gb|AE014134.5|  

NT_033779.4 

 

TGGCTGGTGCACATG Drosophila melanogaster CG6947 (CG6947), 
mRNA 

NM_140276.2 

 

CATGAATTAAATAATTT Drosophila melanogaster chromosome 4, 
complete sequence 

AE014135.3 

TTTGAACTCAGATCATG Drosophila melanogaster LP19363 full insert 
cDNA 
Drosophila melanogaster IP13186 full insert 
cDNA 
Drosophila melanogaster HL08087 full insert 
cDNA 
GH10162.3prime GH Drosophila melanogaster 
head pOT2 Drosophila melanogaster cDNA clone 
GH10162 3, mRNA sequence 

BT016050.1 

 

BT022817.1 

 

BT003592.1 

 

AW940349.1 

 

 

Οι ετικζτεσ GACTTTTAAATTCTTACATG και TTTGAACTCAGATCATG ανικουν ςτα ίδια γονίδια 

αλλά ςε διαφορετικζσ περιοχζσ τουσ. 
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΢υηιτθςθ 
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Θ αλλθλοφχιςθ του γονιδιϊματοσ είναι μία αναδυόμενθ τεχνολογία για τθν ανακάλυψθ 

γονιδίων ςε μεγάλθ κλίμακα και πολλά γονιδιϊματα ευκαρυωτικϊν και προκαρυωτικϊν 

οργανιςμϊν ζχουν αλλθλουχθκεί τα τελευταία χρόνια. Παρόλα αυτά, το γονιδίωμα τθσ 

ςθμαντικισ πλειοψθφίασ των οργανιςμϊν παραμζνει άγνωςτο. Επίςθσ ακόμα και ςτουσ 

οργανιςμοφσ με γνωςτό γονιδίωμα θ αναγνϊριςθ τθσ λειτουργίασ ολόκλθρου γονιδιϊματοσ 

και θ ταυτοποίθςθ όλων των εκφραηόμενων γονιδίων ςυνεχίηει να αποτελεί πρόκλθςθ επειδι 

ζνα μζροσ των προβλεπόμενων γονιδίων δεν ζχουν επιβεβαιωκεί με πειραματικζσ αποδείξεισ. 

 

Θ SAGE επιτρζπει τθν ποςοτικι και ποιοτικι εκτίμθςθ εκατοντάδων γονιδίων χωρίσ καμία 

προγενζςτερθ πλθροφορία. Είναι μία εξαιρετικά αποδοτικι και ςφαιρικι προςζγγιςθ για τθν 

ανάλυςθ προφίλ γονιδιακισ ζκφραςθσ, για τθν ανακάλυψθ νζων γονιδίων και για τθν 

αποκάλυψθ νζων μονοπατιϊν. Από τθν πρϊτθ δθμοςίευςθ τθσ SAGE το 1995 από τον 

Velculescu και τουσ ςυνεργάτεσ του, που αναφερόταν ςτθν ζρευνα του καρκίνου, ζχουν 

καταγραφεί πάνω από 5 εκατομμφρια tags από ποικίλεσ ςειρζσ καρκινικϊν κυττάρων. 

 

Σο βαςικότερο μειονζκτθμα τθσ SAGE ςφμφωνα με το αρχικό πρωτόκολλο  είναι θ μεγάλθ 

ποςότθτα mRNA που απαιτείται (5 μg). ΢τθν περίπτωςθ εφαρμογισ τθσ μεκόδου αυτισ ςτο 

δάκο τθσ ελιάσ, για τθν ποςότθτα αυτι χρειάηονται περίπου 10,000 κεφάλια δάκων ι 1,000 

ολόκλθρα ςϊματα του εντόμου. Σο πρόβλθμα αυτισ τθσ μεγάλθσ ποςότθτασ αρχικά 

προςπακιςαμε να το προςεγγίςουμε ακολουκϊντασ μία τροποποίθςθ τθσ SAGE που 

ονομάηεται SAR-SAGE. Θ μζκοδοσ αυτι περιλαμβάνει ζνα επιπλζον βιμα ενίςχυςθσ του mRNA 

(όπωσ αναφζρκθκε παραπάνω). Όμωσ, θ προςπάκειά μασ αυτι δεν απζδωςε ditags. Ακόμα 

και ςτθν περίπτωςθ που ωσ αρχικό υλικό χρθςιμοποιικθκαν 5 μg πλαςμιδιακοφ DNA, θ 

προςπάκεια δθμιουργίασ ditags ιταν ανεπιτυχισ.  

 

Σο 2002 δθμοςιεφτθκε για πρϊτθ φορά θ τροποποιθμζνθ μορφι τθσ SAGE που ονομάηεται 

LongSAGE τθν οποία και ακολουκιςαμε. ΢τθν LongSAGE το μζγεκοσ των tags ζχει αυξθκεί ςτισ 

21 bp, κακϊσ ωσ tagging enzyme χρθςιμοποιείται το Mme I. Γι αυτό το λόγο, χρθςιμοποιεί 

διαφορετικοφσ προςαςρμογείσ και εκκινθτζσ από τθν κλαςςικι SAGE. Παρόλο που οι δφο 

μζκοδοι είναι πανομοιότυπεσ, ςτθν LongSAGE υπάρχουν πολλζσ τεχνικζσ δυςκολίεσ και γι 

αυτό το λόγο οι δθμοςιεφςεισ γι αυτιν είναι ελάχιςτεσ. ΢τθν ςυνζχεια των προςπακειϊν μασ  

πραγματοποιιςαμε κάποιεσ τροποποιιςεισ ςτο πρωτόκολλο ςφμφωνα με μία βελτιωμζνθ 

ζκδοςθ τθσ LongSAGE που ονομάηεται Robust-LongSAGE (Gowda et al, 2004). Οι 

τροποποιιςεισ αυτζσ είναι οι εξισ: Α) Θ αντίδραςθ πζψθσ με το Nla III διιρκθςε 3 ϊρεσ ςε 

αντίκεςθ με τθν 1 ϊρα που διαρκεί ςτθν SAGE και ςτθν LongSAGE. Σο υπερκείμενο μετά τθν 

πζψθ μπορεί να κατακρθμνιςτεί και να θλεκτροφορθκεί ςε πικτωμα αγαρόηθσ για να ελεγχκεί 

θ ςφνκεςθ του cDNA και θ πζψθ με το Nla III.   Β)  Θ αντίδραςθ ςφνδεςθσ των προςαρμογζων 

επωάςτθκε overnight, ςε αντίκεςθ με τθν ςυμβατικι SAGE και τθν LongSAGE που θ αντίδραςθ 

διαρκεί 2 ϊρεσ. Θ δίωρθ αντίδραςθ ςφνδεςθ πικανόν δεν επαρκεί για τθν ολοκλιρωςθ τθσ 

ςφνδεςθσ των προςαρμογζων ςτα 3ϋάκρα. Γ) Θ αντίδραςθ ςφνδεςθσ των tags ςε ditags 

επωάςτθκε και αυτι overnight. Σελικά, μετά το βιμα τθσ PCR ενίςχυςθσ ανακτικθκε θ 

επικυμθτι ηϊνθ των 134 bp. 
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Γενικά οι ςθμαντικότεροι λόγοι που μπορεί να αποτφχει θ δθμιουργία ditags είναι οι 

ακόλουκοι: 

 Μικρι ποςότθτα ι χαμθλι ποιότθτα αρχικοφ υλικοφ. 

 Χαμθλι ποιότθτα ι ανεπαρκισ ςφνκεςθ cDNA. 

 Χαμθλι ποιότθτα προςαρμογζων. 

 Πάρα πολλοί κφκλοι PCR. 

 Θ πολφ μεγάλθ ςυγκζντρωςθ των dNTPs. Θ αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των dNTPs ςτθν 

αντίδραςθ PCR προκαλεί αφξθςθ των PCR προϊόντων μζχρι κάποιου ορίου, από εκεί και 

πάνω μπορεί να χακοφν τα ditags.  

 

Οι επικυμθτζσ μπάντεσ κλωνοποιικθκαν και αλλθλουχικθκαν. Με τθν αλλθλοφχιςθ 

επιβεβαιϊκθκε θ δθμιουργία ditags, κακϊσ τα κομμάτια αυτά DNA είχαν ςτα δφο τουσ άκρα 

τουσ τθν αλλθλουχία των προςαρμογζων (linkers) και εςωτερικά υπιρχε κάποιο ζνκεμα. Με 

τθ χριςθ του προγράμματοσ OMIGA βρζκθκε ότι είναι ςε όλεσ τισ ετικζτεσ υπιρχαν 

αναγνωςτικά πλαίςια που δεν περιείχαν κωδικόνια λιξθσ, το οποίο είναι μία ζνδειξθ ότι είναι 

εςωτερικά τμιματα γονιδίων. Ζπειτα, με τθν βοικεια του προγράμματοσ GEO blastn οι 

ετικζτεσ αυτζσ ταυτοποιικθκαν. Θ νουκλεοτιδικι τουσ ςφγκριςθ πραγματοποιικθκε με 

μετάγραφα γονιδίων από τθν τάξθ των εντόμων. Σα αποτελζςματα τθσ ςφγκριςθσ ζδειξαν ότι 

οι ετικζτεσ αντιςτοιχοφν κυρίωσ ςε εκφραηόμενα γονίδια τθσ Drosophila melanogaster. Να 

επιςθμάνουμε επίςθσ ότι, με το πρόγραμμα GEO tblastx δεν βρζκθκαν ομόλογεσ περιοχζσ.  

 

Οι μζχρι τϊρα προςπάκειεσ για τθν κατανόθςθ τθσ ανκεκτικότθτα του δάκου ςτα εντομοκτόνα 

αφοροφν απομόνωςθ μεταλλάξεων από γνωςτοφσ γενετικοφσ τόπουσ (Vontas Pesticide 

Biochemistry and Physiology 2001, E. Kakani Insect Biochemistry and Molecular Biology 2008). 

Απϊτεροσ ςκοπόσ του πειράματοσ αυτοφ είναι θ δθμιουργία αλυςομερϊν ditag τόςο από 

ανκεκτικά ςτελζχθ δάκου όςο και από μθ ανκεκτικά. Ζπειτα, με ςφγκριςθ των γονιδιακϊν 

προφίλ μποροφν τα εντοπιςτοφν οι ετικζτεσ που εμφανίηονται ςε μεγαλφτερο ι ςε μικρότερο 

βακμό ανάμεςα ςτα ανκεκτικά και ςτα ευαίςκθτα ςτελζχθ. Οι ετικζτεσ αυτζσ αντιςτοιχοφν ςε 

εκφραηόμενα γονίδια. Με τθν βοικεια υπολογιςτικϊν προγραμμάτων και αλλθλουχθμζνων 

γονιδιωμάτων από ςυγγενικοφσ οργανιςμοφσ, είναι δυνατόν να εντοπιςτοφν είτε γονίδια που 

είναι γνωςτό ότι εμπλζκονται ςε μθχανιςμοφσ ανκεκτικότθτασ, είτε γονίδια που δεν ζχουν 

μελετθκεί ακόμα (π.χ γονίδια εςτεραςϊν, GSTs, P450s που εμπλζκονται ςτθν αποτοξίνωςθ 

ξενοβιοτικϊν εςτεραςϊν και δεν ζχουν ελεχκεί ακόμα). Επίςθσ μπορεί να βρεκοφν νζεσ 

ετικζτεσ που δεν αντιςτοιχοφν ςε γνωςτά γονίδια, κι ζτςι να ανακαλυφκοφν  και γονίδια με 

νζεσ λειτουργίεσ ςτον δάκο. 
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