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1. Νουκλεϊκά οξέα: Βασικές μέθοδοι
Η ηλεκτροφόρηση πηκτώματος διαχωρίζει μόρια DNA και RNA
σύμφωνα με το μέγεθός τους
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1. Νουκλεϊκά οξέα: Βασικές μέθοδοι
- Πηκτώματα πολυακρυλαμιδίου
- Πηκτώματα αγαρόζης



Ηλεκτροφόρηση πηκτώματος παλμικού πεδίου



1. Νουκλεϊκά οξέα: Βασικές μέθοδοι
Η ηλεκτροφόρηση πηκτώματος διαχωρίζει μόρια DNA και RNA
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1. Νουκλεϊκά οξέα: Βασικές μέθοδοι
Η ηλεκτροφόρηση πηκτώματος διαχωρίζει μόρια DNA και RNA
σύμφωνα με το μέγεθός τους

Η γλυοξάλη αλληλεπιδρά με το RNA και εμποδίζει το σχηματισμό ζευγών βάσεων



Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες διασπούν τα μόρια DNA σε 
συγκεκριμένες θέσεις

x6 θέσεις

x7 τμήματα DNA



Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες διασπούν τα μόρια DNA σε 
συγκεκριμένες θέσεις

me me



Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες διασπούν τα μόρια DNA σε 
συγκεκριμένες θέσεις

Λεία άκρα

Προεξέχοντα  
άκρα



Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες διασπούν τα μόρια DNA σε 
συγκεκριμένες θέσεις



Η υβριδοποίηση του DNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 
ταυτοποίηση μορίων DNA
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Οι ανιχνευτές υβριδοποίησης μπορούν να ταυτοποιήσουν μόρια 
DNA και RNA που έχουν διαχωριστεί με ηλεκτροφόρηση

• Υβριδοποίηση στύπωσης κατά Southern



Οι ανιχνευτές υβριδοποίησης μπορούν να ταυτοποιήσουν μόρια 
DNA και RNA που έχουν διαχωριστεί με ηλεκτροφόρηση
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Οι ανιχνευτές υβριδοποίησης μπορούν να ταυτοποιήσουν μόρια 
DNA και RNA που έχουν διαχωριστεί με ηλεκτροφόρηση

• Πλέγμα μικροσυστοιχιών



Απομόνωση συγκεκριμένων τμημάτων DNA

ΓΙΑ:
- Αλληλούχιση
- Έκφραση
- Χιμαιρικές πρωτεΐνες



Κλωνοποίηση DNA

- Φορέα (πλασμίδιο, BACs, YACs) – Φορείς έκφρασης
1. Θέση έναρξης αντιγραφής
2. Δείκτη επιλογής
3. Πολυσυνδέτη

- Περιοριστικά ένζυμα
- Λιγάσες
- Ξενιστής E.coli



Κλωνοποίηση DNA



Ο φορέας DNA είναι δυνατόν να εισαχθεί σε οργανισμούς-ξενιστές 
με μετασχηματισμό

- E.coli + επώαση με Ca2+

- Θρεπτικό + αντιβιοτικό



Βιβλιοθήκες DNA μπορούν να δημιουργηθούν με κλωνοποίηση

Ø Γονιδιωματικές βιβλιοθήκες
Ø Βιβλιοθήκη cDNA



Βιβλιοθήκες DNA μπορούν να δημιουργηθούν με κλωνοποίηση

Ø Γονιδιωματικές βιβλιοθήκες
Ø Βιβλιοθήκη cDNA



Η υβριδοποίηση μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να ταυτοποιηθεί 
ένας συγκεκριμένος κλώνος σε μια βιβλιοθήκη DNA
Ø Υβριδοποίηση αποικιών



Χημική σύνθεση καθορισμένων αλληλουχιών DNA

Ø Ολιγονουκλεοτίδια
Ø Σημειακή μεταλλαξιγένεση



Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης ενισχύει DNA μέσω 
επαναλαμβανόμενων κύκλων αντιγραφής DNA in vitro
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επαναλαμβανόμενων κύκλων αντιγραφής DNA in vitro



Ένθετες ομάδες τμημάτων DNA αποκαλύπτουν αλληλουχίες 
νουκλεοτιδίων

Ø Νουκλεοτίδια τερματισμού αλυσίδας
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Ένθετες ομάδες τμημάτων 
DNA αποκαλύπτουν 
αλληλουχίες νουκλεοτιδίων



Μηχανές αλληλούχισης



Αλληλούχιση ενός βακτηριακού γονιδιώματος με τυχαία 
προσπέλαση (shotgun)

Ø Hemophilus influenzae
Ø 1.8Μb DNA
Ø 30-40 x103 κλώνοι

Ø 600bp x 33.000κλώνοι = 20Μb αλληλουχία

Ø 20Mb αλληλουχίας (10x κάλυψη)



Η στρατηγική της τυχαίας προσπέλασης επιτρέπει μερική 
συναρμολόγηση μεγάλων αλληλουχιών γονιδιωμάτων



Η στρατηγική της τυχαίας προσπέλασης επιτρέπει μερική 
συναρμολόγηση μεγάλων αλληλουχιών γονιδιωμάτων



Η στρατηγική της αλληλούχισης 
ζευγαρωμένων άκρων επιτρέπει τη 
συναρμολόγηση μεγάλων γονιδιωματικών 
ικριωμάτων



Το ανθρώπινο γονιδίωμα των 1000 δολαρίων είναι άμεσα 
προσεγγίσιμος στόχος

400.000 πόροι



ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΗ



Γονιδιωματική
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse#!/overview/

Overview (39.549)
Eukaryotes (6.578)
Prokaryotes (163.573)
Viruses (19.778)
Plasmids (13.844)
Organelles (12.086)

Overview (47.992)
Eukaryotes (9.408)
Prokaryotes (215.354)
Viruses (33.593)
Plasmids (18.837)
Organelles (14.902)



Τα εργαλεία της βιοπληροφορικής διευκολύνουν την ταυτοποίηση 
των γονιδίων ενός γονιδιώματος που κωδικοποιούν πρωτεΐνες

Flybase



Τα εργαλεία της βιοπληροφορικής διευκολύνουν την ταυτοποίηση 
των γονιδίων ενός γονιδιώματος που κωδικοποιούν πρωτεΐνες

https://ecrbrowser.dcode.org
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Συστοιχίες που καλύπτουν ολόκληρο το γονιδίωμα 
χρησιμοποιούνται για την απεικόνιση του μεταγραφώματος
(transcriptome)
Συστοιχία ψηφιδωτής κάλυψης (tilling array)



Συστοιχίες που καλύπτουν ολόκληρο το γονιδίωμα 
χρησιμοποιούνται για την απεικόνιση του μεταγραφώματος
(transcriptome)
Συστοιχία ψηφιδωτής κάλυψης (tilling array)

Μη κωδικά RNA (miRNA, antisense RNA)
5’-UTR, 3’-UTR



Ρυθμιστικές αλληλουχίες DNA μπορούν να ταυτοποιηθούν με τη 
χρήση ειδικών εργαλείων στοίχισης αλληλουχιών
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi



Ρυθμιστικές αλληλουχίες DNA μπορούν να ταυτοποιηθούν με τη 
χρήση ειδικών εργαλείων στοίχισης αλληλουχιών

VISTA



Ρυθμιστικές αλληλουχίες DNA μπορούν να ταυτοποιηθούν με τη 
χρήση ειδικών εργαλείων στοίχισης αλληλουχιών

Εύρεση ρυθμιστικών στοιχείων



Η γονιδιωματική στοιχειοθεσία (genome editing) χρησιμεύει για 
επακριβείς τροποποιήσεις σύνθετων γονιδιωμάτων

- Knockouts
- TALENS
- CRISPR-Cas9





ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ



Συγκεκριμένες πρωτεΐνες μπορούν να καθαριστούν από 
εκχυλίσματα κυττάρων

- Μέγεθος
- Φορτίο
- Σχήμα
- Λειτουργία



Ο καθαρισμός μιας πρωτεΐνης απαιτεί μια ειδική πειραματική 
διαδικασία

- Πρόσδεση DNA
- EMSA
- Πολυμερισμός με ραδιενεργά νουκλεοτίδια



Παρασκευή κυτταρικών εκχυλισμάτων που περιέχουν ενεργές 
πρωτεΐνες

- 4oC
- Προσθήκη απορρυπαντικού
- Μηχανική θραύση
- Χαμηλή ιοντική ισχύ
- Απότομες μεταβολές πίεσης



Οι πρωτεΐνες μπορούν να διαχωριστούν από άλλες πρωτεΐνες με 
χρωματογραφία στήλης

Χρωματογραφία 
ιοντοανταλλαγής

Χρωματογραφία μοριακής 
διήθησης



Οι πρωτεΐνες μπορούν να διαχωριστούν από άλλες πρωτεΐνες με 
χρωματογραφία στήλης

- Χρωματογραφία συγγένειας
- (Χρωματογραφία ανοσοσυγγένειας)
- Ετικέτες
- Ανοσοκατακρήμνιση

1. Ομοιοπολική δέσμευση παράγοντα Χ ή παραγώγου 
του

2. Προσθήκη μίγματος πρωτεϊνών
3. Πλύση με ρυθμιστικό διάλυμα
4. Έκλουση με προσθήκη υψηλής συγκέντρωσης 

διαλυτής μορφής Χ



Διαχωρισμός πρωτεϊνών σε πηκτώματα πολυακρυλαμιδίου

- Θειοδωδεκυλικό νάτριο (±SDS)
- Μερκαπτοαιθανόλη
- Coomassie brilliant blue



Για να γίνουν ορατές οι πρωτεΐνες που έχουν διαχωριστεί με 
ηλεκτροφόρηση χρησιμοποιούνται αντισώματα

- Ανοσοστύπωση



Τα πρωτεϊνικά μόρια μπορούν να προσδιοριστούν απευθείας με 
αλληλούχιση

- Αποικοδόμηση κατά Edman
- Διπλή φασματομετρία μάζας



Τα πρωτεϊνικά μόρια μπορούν να προσδιοριστούν απευθείας με 
αλληλούχιση

Αποικοδόμηση κατά Edman



Τα πρωτεϊνικά μόρια μπορούν να προσδιοριστούν απευθείας με 
αλληλούχιση

Διαδοχική φασματομετρία μάζας (tandem mass soectrometry, MS/MS)
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αλληλούχιση

Διαδοχική φασματομετρία μάζας (tandem mass soectrometry, MS/MS)



ΠΡΩΤΕΪΝΩΜΑΤΙΚΗ



ΠΡΩΤΕΪΝΩΜΑΤΙΚΗ

- Μεταγράφωμα
- Πρωτεΐνωμα
- Χρόνος ημίσειας ζωής mRNA
- Συσσώρευση mRNA – πρωτεΐνη
- Μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις



Ο συνδυασμός υγρής χρωματογραφίας και φασματομετρίας μάζας 
ταυτοποιεί μεμονωμένες πρωτεΐνες από σύνθετα κυτταρικά 
εκχυλίσματα

LC-MS



Οι συγκρίσεις πρωτεϊνωμάτων εξακριβώνουν σημαντικές διαφορές 
μεταξύ κυττάρων



Η φασματομετρία μάζας μπορεί να παρακολουθεί την κατάσταση 
τροποποίησης πρωτεϊνών

- Ενεργότητα/σταθερότητα
- Φωσφορυλίωση (ΦΩΣΦΟΠΡΩΤΕΪΝΩΜΑ)
- Μεθυλίωση
- Ακετυλίωση
- Ουβικουϊτινυλίωση



Οι αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης μπορούν να μας δώσουν 
πληροφορία για τη λειτουργία των πρωτεϊνών

- Πωτεϊνώματα αλληλεπιδράσεων (interactomes)
- Μέθοδος δύο υβριδίων (yeast two-hybrid)
- Ανοσοκατακρήμνιση
- Χρωματογραφία συγγένειας



ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΜΕΤΑΞΥ 
ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ και ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ 

ΟΞΕΩΝ



Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA αλλάζει με τη δέσμευση 
πρωτεϊνών

Ανάλυση μετατόπισης της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας
- EMSA – electrophoretic mobility-shift assay
- (Supershift)
- Μεταλλαξιγένεση



Η δεσμευμένη στο DNA πρωτεΐνη το προστατεύει από νουκλεάσες 
και από χημική τροποποίηση
Μέθοδοι αποτύπωσης DNA (DNA footprinting)
- Αποτύπωση προστασίας έναντι νουκλεάσης

(nuclease protection footprinting)



Η ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης μπορεί να ανιχνεύσει τη 
σύνδεση πρωτεΐνης με DNA μέσα στο κύτταρο



Για να αναλυθούν 
αλληλεπιδράσεις μακράς 
απόστασης χρησιμοποιούνται 
πειράματα παγίδευσης της 
διαμόρφωσης του 
χρωμοσώματος




