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                        ΟΔΗΓΟΣ ΜΕΛΕΤΗΣ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΩΝ
ΑΣΚΗΣΕΩΝ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ ΙΙ
Αυγουστίνος Αντώνιος, Ph.D.
Δάβανος Νίκος, M.Sc, Ph.D.
Κόκκινος Πέτρος, Ph.D.
Περιγραφή ασκήσεων
Στα εργαστήρια Βιολογίας ΙΙ, θα εξοικειωθείτε με το πεδίο της
βιοπληροφορικής, μέσω τεσσάρων ασκήσεων (Ασκήσεις 1, 2, 3, 4,
Eργαστηριακές Ασκήσεις Βιολογίας ΙΙ, ΕΑΠ). Επίσης, θα
απομονώσετε και θα αναλύσετε γονιδιωματικό DNA από επιθηλιακά
κύτταρα της στοματικής σας κοιλότητας, το οποίο θα
χρησιμοποιήσετε στη συνέχεια σε άσκηση μελέτης πολυμορφισμών
μέσω PCR (ασκήσεις εκτός των εργαστηρικών οδηγών). Ο κύκλος
των εργαστηριακών ασκήσεων περιλαμβάνει επίσης δύο ασκήσεις
αιματολογίας (Ασκήσεις 12 και 17, Eργαστηριακές Ασκήσεις
Βιολογίας Ι, ΕΑΠ). Στην άσκηση 16 (Eργαστηριακές Ασκήσεις
Βιολογίας Ι, ΕΑΠ), θα γνωρίσετε μία βασική αναλυτική βιοχημική
τεχνική, την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών. Το πρόγραμμα των
ασκήσεων θα ολοκληρωθεί με την κατά Gram χρώση βακτηριακών
κυττάρων της στοματικής σας κοιλότητας (άσκηση εκτός
εργαστηριακών οδηγών).
ΑΣΚΗΣΗ 12
Αιμοσφαίρια – Ομάδες αίματος
Η άσκηση 12 (Εργαστηριακές Ασκήσεις Βιολογίας ΕΑΠ, σελ. 199-219), είναι μια
άσκηση αιματολογίας. Στο εργαστήριο, θα ασχοληθούμε με διάφορα θέματα που
αφορούν το αίμα μας. Θα ετοιμάσουμε επιχρίσματα αίματος, θα παρατηρήσουμε
έτοιμα παρασκευάσματα από αίμα ανθρώπου και ζώων, θα καταμετρήσουμε
ερυθρά αιμοσφαίρια στο αιμοκυτταρόμετρο και θα προσδιορίσουμε την ομάδα
αίματος μας.
Μπορείτε να βρείτε περισσότερες πληροφορίες της άσκησης στο αντίστοιχο
αρχείο ppt.
Γνωρίζετε την ομάδα αίματος σας;
α) Τι είδους αντιγόνο/α έχετε στην επιφάνεια των ερυθρών αιμοσφαιρίων σας;
β) Τι είδους αντισώματα έχετε στον ορό του αίματός σας;
γ) Σε άτομα ποιών ομάδων αίματος μπορείτε να δώσετε αίμα;
δ) Ποιος είναι ο πιθανός γονότυπός σας, όσον αφορά το σύστημα ΑΒΟ;
Δοκιμάστε τις γνώσεις σας για τις ομάδες αίματος στην παρακάτω ιστοσελίδα:
http://www.nobelprize.org/educational/medicine/bloodtypinggame/
Παρακάτω, παραθέτονται μερικές ενδεικτικές ιστοσελίδες, στις οποίες μπορείτε
να βρείτε πληροφορίες για τα παραπάνω θέματα.
• http://www.redcrossblood.org/learn-about-blood/blood-types
• http://learn.genetics.utah.edu/content/begin/traits/blood/
• http://www.biology.arizona.edu/human_bio/problem_sets/blood_types/intro.html
YOUTUBE
• http://www.youtube.com/watch?v=z1rRTnaWrMw
• http://www.youtube.com/watch?v=GBifNx40rfE
• http://www.youtube.com/watch?v=4NkgEjPKzBA&feature=relmfu
• http://www.youtube.com/watch?v=c8WuNZh1XyA&feature=relmfu
• http://www.youtube.com/watch?v=lz9RXhF1ys4&feature=relmfu
ΑΣΚΗΣΗ 16
Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών
Η άσκηση 16 (Εργαστηριακές Ασκήσεις Βιολογίας ΕΑΠ, σελ. 253-259), έχει στόχο
την εμπέδωση της αρχής της μεθόδου ηλεκτροφορητικού διαχωρισμού
πρωτεϊνών και την αναγνώριση της χρησιμότητάς της στη βιολογική έρευνα και
στη διαγνωστική. Στο εργαστήριο, θα χρησιμοποιήσουμε μια από τις πιο βασικές
τεχνικές διαχωρισμού πρωτεϊνών, την SDS PAGE (ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα
δωδεκυλθειϊκού πολυακρυλαμιδίου). Με την τεχνική αυτή, οι πολυπεπτιδικές
αλυσίδες διαχωρίζονται ηλεκτροφορητικά, υπό αποδιατακτικές συνθήκες, με
βάση το μέγεθός τους.
Επειδή το ακρυλαμίδιο που απαιτείται για την παρασκευή ενός πηκτώματος SDSπολυακρυλαμιδίου είναι ισχυρή νευροτοξική ουσία, θα χρησιμοποιηθούν για την
άσκηση έτοιμα πηκτώματα, για λόγους ασφαλείας.
Μελετήστε τη σχετική παρουσίαση ppt και απαντήστε στην παρακάτω ερώτηση:
Γιατί στην ηλεκτροφόρηση SDS PAGE τα πρωτεϊνικά μόρια κινούνται προς την
άνοδο;
Μερικές ενδεικτικές ιστοσελίδες στις οποίες μπορείτε να βρείτε πληροφορίες για
τις αρχές της μεθόδου, αλλά και τα συστήματα που χρησιμοποιούνται είναι οι
εξής:
•
•
•
http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/sdspage/sdspage.html
http://www.science.smith.edu/departments/Biochem/Biochem_353/sdspage.ht
ml
http://lclane.net/text/sdsbegin.html
YOUTUBE
•
•
http://www.youtube.com/watch?v=EDi_n_0NiF4
http://www.youtube.com/watch?v=IWZN_G_pC8U
ΑΣΚΗΣΗ 17
Ποσοτικός προσδιορισμός της Α2 αιμοσφαιρίνης σε ανθρώπινο αίμα
Η άσκηση 17 (Εργαστηριακές Ασκήσεις Βιολογίας ΕΑΠ, σελ. 261 - 272), είναι και
αυτή, όπως και η άσκηση 12 μια άσκηση αιματολογίας, κατά την οποία
εφαρμόζεται η τεχνική της χρωματογραφικής ανάλυσης με χρήση στήλης για τον
προσδιορισμό της Α2 σφαιρίνης σε ανθρώπινο αίμα.
Για τις ανάγκες της άσκησης χρησιμοποιείται εμπορικό kit (Helena Laboratories,
Helena Beta-Thal HbA2 Quik Column® Procedure). Μελετήστε το πειραματικό
πρωτόκολλο και την αντίστοιχη παρουσίαση της άσκησης (ppt).
Απαντήστε στην παρακάτω ερώτηση:
Πώς είναι φορτισμένη η ρητίνη ιοντοανταλλαγής, θετικά ή αρνητικά; Τί φορτίο
έχουν οι προς ανάλυση αιμοσφαιρίνες όταν εφαρμόζονται στη στήλη;
Περιηγηθείτε στην παρακάτω ιστοσελίδα για να γνωρίσετε την τρισδιάστατη
δομή της αιμοσφαιρίνης:
http://www.umass.edu/molvis/tutorials/hemoglobin/
Δείτε στην παρακάτω ιστοσελίδα ένα ενδιαφέρον βίντεο για τη μεταφορά του
οξυγόνου από τα ερυθρά αιμοσφαίρια:
http://www.youtube.com/watch?v=WXOBJEXxNEo
Δείτε την αρχή της μεθόδου της χρωματογραφίας ιοντοανταλλαγής, στις
παρακάτω ιστοσελίδες:
• http://www.youtube.com/watch?v=q3fMqgT1do8
•
http://www.separations.us.tosohbioscience.com/ServiceSupport/TechSupport/R
esourceCenter/PrinciplesofChromatography/IonExchange
ΑΣΚΗΣΗ Ι_ΒΙΟ ΙΙ_ Εκτός βιβλίου
Χρώση βακτηρίων. Διαχωρισμός Gram+/GramΗ χρώση κατά Gram ή μέθοδος Gram είναι μια πολύτιμη διαγνωστική μέθοδος,
τόσο για το κλινικό, όσο και για το ερευνητικό εργαστήριο, η οποία βασίζεται
στις χημικές και φυσικές ιδιότητες των κυτταρικών τοιχωμάτων των βακτηρίων
και με την οποία τα βακτήρια μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε δύο μεγάλες
ομάδες, τα Gram θετικά και τα Gram αρνητικά.
Στο εργαστήριο θα εφαρμόσουμε την μέθοδο σε δείγματα σάλιου από το στόμα
μας. Μελετήστε τη θεωρία και το πειραματικό πρωτόκολλο της άσκησης από το
εκπαιδευτικό υλικό που παρέχεται.
Τι χρώμα έχουν τα Gram θετικά και τι χρώμα τα Gram αρνητικά βακτήρια μετά
από τη συγκεκριμένη χρώση;
Μπορείτε να βρείτε χρήσιμες πληροφορίες για το θεωρητικό υπόβαθρο και την
πρακτική εφαρμογή της χρώσης στις παρακάτω ιστοσελίδες:
•
•
•
•
•
http://www.microbiologybytes.com/video/Gram.html
http://learn.chm.msu.edu/vibl/content/gramstain.html
http://serc.carleton.edu/microbelife/research_methods/microscopy/gramstain.
html
http://labtestsonline.org/understanding/analytes/gram-stain/tab/test
http://www.uphs.upenn.edu/bugdrug/antibiotic_manual/gram1.htm
YOUTUBE
•
•
•
http://www.youtube.com/watch?v=NWASSXDzHRs
http://www.youtube.com/watch?v=Ly6j4pZFU3A&feature=relmfu
http://www.youtube.com/watch?v=OQ6C-gj_UHM
Πρωτόκολλο κατά GRAM χρώσης βακτηρίων ανθρώπινου σάλιου
Μία εύκολη και καλή εισαγωγική άσκηση της τεχνικής της χρώσης κατά Gram
είναι η χρώση των βακτηρίων του στόματος.
1. Κατά την άσκηση αυτή, τρίβεται η εσωτερική περιοχή των μαγούλων και
περιοχές μεταξύ των δοντιών και μεταξύ των δοντιών και των ούλων, με τη
χρήση βαμβακοφόρου στυλεού (υπάρχουν πάρα πολλά μικρόβια!!!).
2. Στη συνέχεια, επιστρώνεται παρασκεύασμα σε μία κυκλική περιοχή
αντικειμενοφόρου πλάκας.
3. Ακολουθεί σταθεροποίηση των μικροβίων, είτε με τη χρήση θερμαινόμενης
πλάκας, είτε με φλόγα λύχνου. Στην πρώτη περίπτωση, η αντικειμενοφόρος
πλάκα θερμαίνεται στους 42οC, μέχρι να εξατμιστεί όλο το υγρό από την
επιφάνειά της. Στην περίπτωση χρήσης λύχνου, η πλάκα περνά διαδοχικά
πάνω από τη φλόγα. Ιδιαίτερη προσοχή απαιτείται για την αποφυγή
υπερθέρμανσης. Θα πρέπει η πλάκα κατά τη διαδικασία της προσήλωσης να
είναι ανεκτή όταν τοποθετείται στο εξωτερικό μέρος του χεριού. Η
σταθεροποίηση ολοκληρώνεται και σε αυτή την περίπτωση όταν το
παρασκεύασμα στεγνώσει.
4. Μετά από την σταθεροποίηση των μικροβίων, ακολουθεί η προσθήκη μερικών
σταγόνων κρυσταλλικού ιωδίου επί του παρασκευάσματος για 1 λεπτό.
5. Κατόπιν, και αφού απομακρυνθεί η περίσσεια της χρωστικής με νερό, το
παρασκεύασμα επεξεργάζεται για 3 min με lugol (διάλυμα ιωδίου Ι2/ΚΙ).
6. Ακολουθεί καλό ξέπλυμα με νερό και αποχρωματισμός με διάλυμα ίσων όγκων
αιθανόλης/ακετόνης.
7. Μετά από νέο καλό ξέπλυμα με νερό, το παρασκεύασμα καλύπτεται με
σαφρανίνη (για 1-2 min) και στη συνέχεια ξεπλένεται η περίσσεια της
χρωστικής με νερό.
8. Το παρασκεύασμα στεγνώνει, με την περίσσεια του νερού να απομακρύνεται
προσεκτικά με τη χρήση απορροφητικού χαρτιού.
9. Ακολουθεί μικροσκοπική παρατήρηση σε μεγέθυνση Χ40 και στη συνέχεια
Χ100 (με ελαιοκατάδυση).
Τα κυανού χρώματος βακτήρια λέγονται Gram θετικά και βάφονται με το
κρυσταλλικό ιώδες, ενώ δεν αποχρωματίζονται με το μίγμα αιθανόλης-ακετόνης.
Τα κόκκινου χρώματος βακτήρια λέγονται Gram αρνητικά. Αυτά ενώ βάφονται
αρχικά με την πρώτη χρωστική, αποχρωματίζονται με το μίγμα αιθανόληςακετόνης και τελικά βάφονται με την σαφρανίνη.
Πηγές λάθους
1. Η υπερθέρμανση κατά τη φάση μονιμοποίησης μπορεί να αποφευχθεί με το να
αγγίζουμε το πίσω μέρος της αντικειμενοφόρου πλάκας στο πίσω μέρος του
χεριού μας (όχι στην παλάμη), κάθε φορά που περνάμε την πλάκα από τη
φλόγα.
2. Η χρώση παρασκευασμάτων που έχουν ξηρανθεί στον αέρα δεν αρκεί. Θα
πρέπει να προηγείται πάντα το στάδιο της μονιμοποίησης.
3. Τα παρασκευάσματα δεν θα πρέπει να είναι παχιά. Εάν δεν παρατηρούνται
περιοχές όπου τα βακτήρια είναι διαχωρισμένα το δείγμα θα πρέπει να
αραιώνεται με νερό.
4. Μετά από τη χρώση, η πίσω επιφάνεια της αντικειμενοφόρου πλάκας θα
πρέπει να καθαρίζεται προσεκτικά, ώστε να είναι καθαρή.
ΑΣΚΗΣΗ ΙΙ_ΒΙΟ ΙΙ_ Εκτός βιβλίου
Απομόνωση και ποσοτική -ποιοτική ανάλυση ανθρώπινου DNA
γονιδιώματος
Μελετήστε προσεκτικά τη θεωρία και το πειραματικό πρωτόκολλο της άσκησης
από το εκπαιδευτικό υλικό που παρέχεται.
ΑΣΚΗΣΗ ΙΙΙ_ΒΙΟ ΙΙ_ Εκτός βιβλίου
Πολυμορφισμοί του ανθρώπινου γονιδιώματος. Ανάλυση πολυμορφισμού
στο χρωμόσωμα 1
Μελετήστε προσεκτικά τη θεωρία και το πειραματικό πρωτόκολλο της άσκησης
από το εκπαιδευτικό υλικό που παρέχεται.
Συπληρωματικά, μελετήστε τη θεωρία που αφορά στην αλυσιδωτή αντίδραση της
πολυμεράσης PCR:
Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction,
PCR)
Η PCR είναι μια in vitro ενζυμική μέθοδος ενίσχυσης αλληλουχιώνστόχων του DNA, η οποία λόγω της μεγάλης ευαισθησίας και
αυτοματοποίησης της βρίσκει τα τελευταία χρόνια εφαρμογή σε
διάφορους τομείς όπως η βασική έρευνα, η βιοτεχνολογία, η ιατρική και η
ιατροδικαστική.
Βασίζεται στο γεγονός ότι τα μόρια του δίκλωνου DNA μπορούν να
αποδιαταχθούν και ότι συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια, ειδικά σχεδιασμένα
να προσδένονται συμπληρωματικά στις δύο αλυσίδες της έλικας με
τέτοιο τρόπο ώστε να οριοθετούν μια συγκεκριμένη περιοχή, μπορούν να
εκκινήσουν, παρουσία του ενζύμου DNA-πολυμεράση, την σύνθεση νεών
μορίων δικλωνου DNA με μέγεθος που καθορίζεται από τα σημεία
πρόσδεσης
αυτών
των
ολιγονουκλεοτιδίων
ή
«εκκινητών».
Επαναλαμβανόμενοι κύκλοι αποδιάταξης του DNA, πρόσδεσης εκκινητών
και σύνθεσης δίκλωνων μορίων DNA, οδηγούν στην εκθετική αύξηση των
προϊόντων της καθορισμένης αλληλουχίας. Μια ελάχιστη ποσότητα από
την αρχική αλληλουχία στόχο είναι αρκετή για την παραγωγή
δισεκατομμυρίων αντιγράφων της μετά από 40 κύκλους PCR.
Το βασικότερο συστατικό της PCR είναι η θερμοανθεκτική DNAπολυμεράση Taq (Thermus aquaticus) η οποία δεν μετουσιώνεται στην
υψηλή θερμοκρασία που απαιτείται για την αποδιάταξη των μορίων
δίκλωνου DNA. Βασικός είναι επίσης ο σχεδιασμός κατάλληλων
ολιγονουκλεοτιδικών εκινητών (περίπου 20 νουκλεοτιδικές βάσεις μήκος
και τουλάχιστον 50% περιεκτικότητα σε νουκλεοτίδια γουανίνης και
κυτοσίνης) έτσι ώστε να προσδεθούν ειδικά, εκατέρωθεν της
αλληλουχίας στόχου.
Οι ιδανικές συνθήκες για την in vitro παραγωγή ικανού αριθμού
ειδικών αντιγράφων με την τεχνική της PCR, επιτυγχάνονται με τη χρήση
κατάλληλων συγκεντρώσεων (α) καθαρού, μεγαλομοριακού DNA, (β) Taq
DNA πολυμεράσης, (γ) τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδικών βάσεων
(dNTPs: dATP, dTTP, dCTP και dGTP), (δ) ιόντων μαγνησίου και (στ)
ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών, καθώς και την κατάλληλη χρήση χρόνων
και θερμοκρασιών.
Ένας τυπικός κύκλος PCR αποτελείται από 3 βήματα (Εικόνα).
Αρχικά το διάλυμα θερμαίνεται στους 95˚C (αποδιάταξη DNA), στη
συνέχεια ψύχεται στους 50-65˚C (πρόσδεση εκκινητών) και τέλος
θερμαίνεται στους 72˚C (επιμήκυνση εκκινητών από την Taq πολυμεράση,
σύνθεση νέων μορίων δίκλωνου DNA). Η διαδικασία επαναλαμβάνεται 2540 φορές. Οι επαναλαμβανόμενοι κύκλοι εναλλαγής των θερμοκρασιών
επιτυγχάνονται με χρήση αυτοματοποιημένου θερμοκυκλοποιητή.
Η ανάλυση των προϊόντων της PCR γίνεται συνήθως με
ηλεκτροφόρηση
σε
κατάλληλο
πήκτωμα
(αγαρόζης,
ουρίαςπολυακρυλαμίδιου).
Προσθήκη εκκινητών, Taq πολυμεράσης, dNTPs,
ιόντων μαγνησίου. Αποδιάταξη του DNA στους
95°C
Πρόσδεση των εκκινητών
στους 50-65°C
1ος κύκλος
Επανάληψη βημάτων 1 και 2
2ος κύκλος
Επανάληψη βήματος 3
προϊόν PCR
προϊόν
Εικόνα. Ενίσχυση αλληλουχίας DNA με PCR
3ος κύκλος
ΑΣΚΗΣΕΙΣ ΒΙΟΠΛΗΡΟΦΟΡΙΚΗΣ
Μελετήστε προσεκτικά τη θεωρία και τα πειραματικά πρωτόκολλα των
ασκήσεων από τον οδηγό που παρέχεται (Εργαστηριακές Ασκήσεις Βιολογίας ΙΙ,
ΕΑΠ).
Συπληρωματικά, μελετήστε τη θεωρία που αφορά στην εύρεση της αλληλουχίας
DNA (sequencing) με τη μέθοδο Sanger:
Αλληλούχιση του DNA (sequencing) με τη μέθοδο Sanger
Η αλληλούχιση του DNA με τη μέθοδο Sanger, είναι μια in vitro
ενζυμική μέθοδος προσδιορισμού της ακολουθίας των νουκλεοτιδικών
βάσεων που απαρτίζουν ένα τμήμα DNA το οποίο είναι είτε
κλωνοποιημένο είτε προϊόν PCR.
Σε παρόμοια αντίδραση με την PCR, χρησιμοποιείται ένας μόνο
εκκινητής με αποτέλεσμα τη γραμμική ενίσχυση της αλληλουχίας στόχου.
Επιπλέον, μαζί με τις τριφωσφορικές δεοξυριβονουκλεοτιδικές βάσεις,
χρησιμοποιούνται και τριφωσφορικές δι-δεοξυριβονουκλεοτιδικές βάσεις
(ddNTPs: ddATP, ddTTP, ddCTP και ddGTP), κάθε μια από τις οποίες είναι
σημασμένη με διαφορετικό φθοριόχρωμα.
Η μέθοδος βασίζεται στο γεγονός ότι κατά τη διαδικασία
επιμήκυνσης του εκκινητή από την DNA πολυμεράση, μπορεί στον νέο
κλώνο DNA να προστεθούν τυχαία ddNTPs αντί για dNTPs. Όταν συμβεί
αυτό, η επιμήκυνση της αλυσίδας σταματάει καθώς δεν μπορεί να
συνδεθεί νέο νουκλεοτίδιο (στα ddNTPs απουσιάζει η 3΄-υδροξυλομάδα).
Για το λόγο αυτό η συγκεκριμένη διαδικασία ονομάζεται και μέθοδος
τερματισμού αλυσίδας. Η αναλογία dNTPs και ddNTPs στην αντίδραση
ρυθμίζεται έτσι ώστε να μη τερματίζεται πάντα η σύνθεση σε κάθε
σημείο που συναντάται μια συγκεκριμένη βάση. Στο τέλος της
αντίδρασης θα υπάρχουν «τερματισμένα» προϊόντα σε κάθε θέση που
συναντάται A, C, G ή T, ανάλογα με το ddNTP (Εικόνα1). Στα
«τερματισμένα» προϊόντα θα έχει εισαχθεί φθοριόχρωμα μέσω των
ddNTPs.
Εικόνα1.
Παραγωγή
ολοκληρωμένων και φθοριοσημασμένων «τερματισμένων» αλυσίδων στην
αντίδραση αλληλούχισης
Τα προϊόντα της αντίδρασης αποδιατάσσονται με θέρμανση και
διαχωρίζονται βάσει μεγέθους με ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό
πήκτωμα ουρίας-πολυακρυκαμιδίου. Η διακριτική ικανότητα της
ανάλυσης επιτρέπει το διαχωρισμό προϊόντων με διαφορά μιας μόνο
βάσης. Κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης τα φθοριοσημασμένα
προϊόντα ενεργοποιούνται από ακτίνα laser και εκπέμπουν φως που
συλλέγεται από αυτοματοποιημένο αναλυτή DNA ο οποίος «διαβάζει» την
αλληλουχία και την παρουσιάζει σαν χρωματογράφημα (Εικόνα 2).
Εικόνα 2. Ανάλυση προϊόντων αλληλούχισης
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