	
[image: image5.png]



	ΤΜΗΜΑ ΟΙΝΟΛΟΓΙΑΣ ΚΑΙ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΠΟΤΩΝ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ & ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΚΩΝ ΖΥΜΩΣΕΩΝ


Άσκηση 15η 

ΤΙΤΛΟΣ: Η μέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR)
ΣΚΟΠΟΣ:

Η θεματική ενότητα αυτή αποσκοπεί να καταστήσει το σπουδαστή ικανό να κατανοήσει και να χρησιμοποιήσει τη μέθοδο PCR για την ταυτοποίηση μικροοργανισμών.
ΣΤΟΧΟΙ: 

Με την ολοκλήρωση της θεματικής ενότητας ο σπουδαστής θα είναι σε θέσει να : 

1. κατανοήσει τη σημασία των μεθόδων μοριακής βιολογίας στην ταυτοποίηση των μικροοργανισμών
2. να απομονώσει και να πολλαπλασιάσει μέρος του DNA ζυμομυκήτων
3. Να εμφανίσει και να αναλύσει αποτελέσματα ηλεκτροφόρισης προϊόντων της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR)

ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΘΕΜΑΤΙΚΗΣ ΕΝΟΤΗΤΑΣ
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης ή PCR είναι μία από το πιό πρόσφατες επαναστατικές τεχνικές του DNA η οποία διευκόλυνε εξαιρετικά την μελέτη και τις εφαρμογές της Μοριακής Γενετικής. Η PCR λειτουργεί σαν μία εναλλακτική μέθοδος κλωνοποίησης διότι μπορεί να αναπαράγει σε μεγάλες ποσότητες και με μεγάλη ταχύτητα μία συγκεκριμένη μικρή αλληλουχία DNA που βρίσκεται μέσα σε ένα πολύπλοκο μίγμα. 

Η τεχνική είναι πολύ γρήγορη, προσφέρει υψηλή ακρίβεια και αποτελεσματικότητα και έχει το πλεονέκτημα ότι μπορεί να πολλαπλασιάσει αλληλουχίες DNA που υπάρχουν ακόμη και σε ελάχιστα αντίγραφα μέσα σε ένα μίγμα, καθώς επίσης μπορεί να απομονώσει μία αλληλουχία από ένα πολύ μικρό δείγμα.

Μια απο τις βασικές προϋποθέσεις για να μπορέσει να πολλαπλασιαστεί μια δίκλωνη αλληλουχία DNA με την τεχνική της PCR είναι να είναι γνωστή η αλληλουχία των νουκλεοτιδίων στο 3΄ άκρο του κάθε κλώνου. Η πληροφορία αυτή είναι απαραίτητη για να κατασκευαστούν οι “εκκινητές” (primers) της PCR, δηλαδή οι αλληλουχίες που απαιτούνται για την εκκίνηση της αντίδρασης.

Περιληπτικές σημειώσεις
Η τεχνική της PCR περιλαμβάνει μια σειρά απο κύκλους κατά τους οποίους επαναλαμβάνεται η ίδια διαδικασία η οποία καταλήγει στον πολλαπλασιασμό της επιλεγμένης αλληλουχίας σε πολύ μεγάλες ποσότητες.

[image: image1.wmf]Οταν ο πρώτος κύκλος της σύνθεσης έχει ολοκληρωθεί, έχουν παραχθεί δύο νέα δίκλωνα μόρια με βάση το αρχικό μόριο. Το μίγμα ξαναθερμαίνεται ώστε να ξανααποδιαταχθούν τα δίκλωνα μόρια, η θερμοκρασία χαμηλώνει και ένας νέος κύκλος σύνθεσης DNA γίνεται επειδή υπάρχουν ακόμη πολλά μόρια εκκινητές. Ο δεύτερος κύκλος παράγει τέσσερα νέα δίκλωνα μόρια, αντίγραφα του αρχικού. Η διαδικασία επαναλαμβάνεται πολλές φορές.

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης ή PCR.  Κατά τη διάρκεια του  πρώτου κύκλου της PCR, το γονιδιακό DNA τεμαχίζεται με περιοριστικά ένζυμα (1) και η θερμοκρασία ρυθμίζεται έτσι ώστε τα δίκλωνα μόρια να αποδιαταχθούν σε μονόκλωνες αλληλουχίες (2,3). Στο μίγμα προστίθενται συνθετικά ολιγονουκλοτίδια συμπληρωματικά στα 3΄άκρα του κάθε κλώνου της υποψήφιας προς πολλαπλασιαμό αλληλουχίας (4) τα οποία υβριδοποιούνται με τα 3΄άκρα (5) και χρησιμεύουν ως εκκινητές για τη σύνθεση νέας DNA αλυσίδας (6). Προκύπτουν δύο νέα δίκλωνα μόρια DNA ίδια με την αρχική αλληλουχία. Στον δεύτερο κύκλο οι δύο νέες αλληλουχίες που συντέθηκαν αποδιατάσσονται ξανά και προκύπτουν 4 μονόκλωνες αλληλουχίες (7). Οι εκκινητές υβριδοποιούνται με τα 3΄άκρα των αλληλουχιών (8) και συντίθενται 4 νέες δίκλωνες αλληλουχίες (9). Η επανάληψη του κύκλου θα δώσει 8 νέες αλληλουχίες κ.ο.κ. [3]

Ο κάθε κύκλος διαρκεί περίπου 5 λεπτά και διπλασιάζει την ποσότητα του DNA που συντέθηκε στον προηγούμενο κύκλο. Το αποτέλεσμα είναι ότι η συγκεκριμένη επιλεγμένη αλληλουχία πολλαπλασιάζεται επί 2η φορές, όπου η  είναι ο αριθμός των κύκλων που έχουν προηγηθεί.  Επομένως 30 κύκλοι πολλαπλασιάζουν μια αλληλουχία πάνω απο 1 δισεκατομμύριο φορές. Οι αλληλουχίες DNA που πολλαπλασιάζονται πρέπει να έχουν μήκος ως 2000 ζεύγη βάσεων. Η μέθοδος έχει την δυνατότητα να πολλαπλασιάσει μια αλληλουχία DNA ακόμη και όταν βρίσκεται μόνο σε ένα μοναδικό αντίγραφο μέσα σε μίγμα που προέρχεται απο το περιεχόμενο 105 κυττάρων.
	Βασικά στάδια της PCR

	1. 
	γονιδιακό DNA τεμαχίζεται σε τμήματα με την βοήθεια περιοριστικών ενζύμων

	2. 
	τα τμήματα DNA υποβάλλονται σε υψηλή θερμοκρασία (920C) γιά να επιτευχθεί αποδιάταξη (denaturation) των δίκλωνων μορίων σε μονόκλωνα λόγω της λύσης των υδρογονικών δεσμών μεταξύ των κλώνων. Ετσι, η δίκλωνη αλληλουχία η οποία έχει επιλεχθεί γιά πολλαπλασιασμό διαχωρίζεται στους δύο κλώνους της. Σε αυτό το σημείο πρέπει να τονιστεί ότι η αλληλουχία αυτή πρέπει να είναι γνωστής νουκλεοτιδικής σύνθεσης  στο σύνολο της ή τουλάχιστον να είναι γνωστά τα τελευταία περίπου 20 νουκλεοτίδια του κάθε 3΄άκρου της.

	3. 
	κατασκεύαζονται δύο συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια (από περίπου 20 νουκλεοτίδια το καθένα) που είναι συμπληρωματικά των 3’ άκρων των δύο κλώνων της υποψήφιας γιά πολλαπλασιασμό αλληλουχίας DNA που θα χρησιμεύσουν ως εκκινητές (primers) γιά την έναρξη μίας φυσιολογικής DNA αντιγραφής με την βοήθεια του ενζύμου DNA πολυμεράση. Το ένα ολιγονουκλεοτίδιο είναι συμπληρωματικό του 3’ άκρου του ενός κλώνου DNA και το άλλο ολιγονουκλεοτίδιο είναι συμπληρωματικό του 3’ άκρου του άλλου κλώνου DNA που έχουν προέλθει από την αποδιάταξη της δίκλωνης αλληλουχίας.

	4. 
	η αρχική θερμοκρασία χαμηλώνει στους 50-600C και τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια προστίθενται στο μίγμα σε πολύ μεγάλες ποσότητες γιά να υβριδοποιηθούν με τις συμπληρωματικές τους αλληλουχίες που βρίσκονται στο μίγμα, δηλαδή με τα 3’ άκρα των δύο κλώνων που έχουν προέλθει από την αποδιάταξη της επιλεγμένης δίκλωνης αλληλουχίας που υπήρχε στο αρχικό μίγμα.

	5. 
	αφού υβριδοποιηθούν τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια με τα 3’ άκρα κάθε συμπληρωματικής μονόκλωνης αλληλουχίας, δημιουργούνται δύο μόρια όπου το καθένα έχει ένα δίκλωνο άκρο από 20 περίπου ζεύγη νουκλεοτιδίων και μία μονόκλωνη “ουρά” μήκους ανάλογου με το μέγεθος της αρχικής αλληλουχίας.

	6. 
	στο μίγμα προστίθονται δεοξυνουκλεοτίδια και μία ειδική θερμοανθεκτική DNA πολυμεράση που ονομάζεται Taq πολυμεράση (προέρχεται από το βακτήριο Thermus aquaticus που ζεί σε θερμές πηγές). Η Taq πολυμεράση λειτουργεί στις υψηλές θερμοκρασίες που διεξάγεται η PCR. 

	7. 
	τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια χρησιμοποιούνται πλέον σαν εκκινητές (primers) δηλαδή σημεία έναρξης γιά τη σύνθεση συμπληρωματικής DNA αλυσίδας και γιά τις υπόλοιπες αλληλουχίες της ουράς, προκειμένου να δημιουργηθεί ξανά μία δίκλωνη αλληλουχία γιά ολόκληρο το μόριο της αλληλουχίας που είναι πλέον πιστό αντίγραφο της αρχικής πριν αυτή αποδιαταχτεί.


Ηλεκτροφόρηση
Το προιόν της PCR (που ονομάζεται και «amplicon» από το amplification=πολλαπλασιασμός) που προκύπτει, ελέγχεται στην συνέχεια για το αν  περιέχει σε μεγάλες ποσότητες τα τμήματα DΝΑ με το αναμενόμενο μήκος (δηλαδή αν έχει όντως πολλαπλασιαστεί η αλληλουχία-στόχος). Ο έλεγχος γίνεται συνήθως σε ηλεκτροφόρηση πηκτώματος αγαρόζης 1,5-2% με βρωμιούχο αιθίδιο (χρωστική που δεσμεύεται στο DNA και εμφανίζεται κάτω από υπεριώδες φως). Τα μόρια DNA, τα οποία είναι αρνητικά φορτισμένα, κινούνται μέσα στο ηλεκτρικό πεδίο και διαχωρίζονται ανάλογα με το μέγεθος τους. Οσα τμήματα έχουν το ίδιο μέγεθος σχηματίζουν μία εννιαία ζώνη. Η φωτογράφηση κάτω από υπεριώδες φως εμφανίζει μία έντονη ζώνη ορισμένου μήκους που αντιστοιχεί στην πολλαπλασιασμένη με PCR αλληλουχία. Με τον τρόπο αυτό ελέγχεται η αποτελεσματικότητα της αντίδρασης. 

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟ ΜΕΡΟΣ

Εφαρμογές της PCR στην βιομηχανία τροφίμων

Η  τεχνική της PCR εφαρμόζεται σε πολλούς πλέον τομείς όπως στην ιατρική έρευνα, στην διάγνωση, στην ιατροδικαστική (ανίχνευση DNA σε βιολογικά δείγματα όπως αίμα, τρίχες κτλ). ακόμη και στην αρχαιολογική έρευνα (ανίχνευση DNA σε οστά αρχαίων ανθρώπων ή ζώων). 

Στην βιομηχανία τροφίμων, η τεχνική της PCR καθώς και μία σειρά από άλλα τεστ που έχουν σαν βάση το DNA χρησιμοποιούνται όλο και περισσότερο με σκοπό την ανίχνευση και ταυτοποίηση παθογόνων μικροοργανισμών σε δείγματα τροφίμων. Τα τεστ αυτά είναι πολύ πιό γρήγορα από τις κλασσικές μεθόδους μικροβιολογίας (πχ γιά ένα τεστ σαλμονέλλας χρειάζονται 24-36 ώρες σε σύγκριση με 3-4 ημέρες που χρειάζονται με τα κλασσικά τεστ) και έχουν μεγαλύτερη ευαισθησία (ανιχνεύουν χαμηλά επίπεδα μικροβιακής μόλυνσης).

Τα τεστ DNA βασίζονται στην αρχή ότι κάθε διαφορετικό στέλεχος μικροοργανισμού περιέχει κάποιες αλληλουχίες DNA οι οποίες είναι χαρακτηριστικές του στελέχους αυτού και αποτελούν το ιδιαίτερο γνώρισμα του. Αν σε ένα δείγμα τροφίμου ανιχνευτεί η παρουσία μίας τέτοιας χαρακτηριστικής αλληλουχίας DNA, τότε αυτό είναι απόδειξη ότι το δείγμα περιέχει τον συγκεκριμένο μικροοργανισμό. Με αυτή την μέθοδο μπορούν να ταυτοποιηθούν και μικροοργανισμοί που σχετίζονται με τον οίνο.
Για το εργαστηριακό πείραμα θα χρησιμοποιηθεί το πρωτόκολλο των Egli και Hening-Kling (2001) για την ταυτοποίηση ζυμομυκήτων του γένους Dekkera/Brettanomyces και άλλων οινολογικών ζυμών.

Άρθρο
Egli, C.M. and Thomas Henick-Kling. Identification of Brettanomyces/Dekkera Species Based on Polymorphism in the rRNA Internal Transcribed Spacer Region. Am. J. Enol. Vitic. 52:3 (2001), pp. 241-247
Παράδειγμα των αποτελεσμάτων παρουσιάζετε στις παρακάτω φωτογραφίες.
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Προϊόντα ηλεκτροφόρησης μετά από PCR για διάφορες οινολογικές ζύμες.
Α) Διάφορά είδη Dekkera/Bretanomyces – B) 1, Saccharomyces cerevisiae; 2, Cryptococcus curvatus; 3, Rhodotorula glutinis; 4, Torulaspora delbrueckii; 5,

Hanseniaspora uvarum; 6, Candida guillermondii; 7, Pichia kluyveri; 8, Pichia anomala; 9, Dekkera

Bruxellensis, M, 100-bp ladder molecular weight marker.
ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ
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 PCR MultiGene™ Personal Thermal Cycler (16 θέσεων) (LABNET)

UV Transilluminator table και θάλαμο εμφάνισης
Συσκευές ηλεκτροφόρησης - Horizontal Electrophoresis Systems

1. How MuchTM !? Mini Gel Box
Cat #5072-200 (ΒΙΟ101, Inc. - QBIOGENE)

2. Model B2 EasyCast™ Mini Gel Electrophoresis System 
Gel Size:  12cmW x 14cmL
Footprint:  18cmW x 24.5cmL x 8cmH
Running Buffer Volume:  800ml
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