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ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ  

ΓΙΑ ΤΑ ΜΑΘΗΜΑΤΑ ΚΑΙ ΤΑ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑ ΤΗΣ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ ΙΙ 

 
Η διδασκαλία των µαθηµάτων Βιοχηµείας Ι και ΙΙ συνίσταται σε διαλέξεις και 

εργαστηριακές ασκήσεις. Οι διαλέξεις αναπτύσσουν την ύλη που περιγράφεται γενικά 
στον οδηγό σπουδών και µε λεπτοµέρεια στην Αναλυτική Ύλη που επισυνάπτεται σε 
αυτό το Φυλλάδιο µαζί µε το Πρόγραµµα των διαλέξεων.  
 
Οι εργαστηριακές ασκήσεις αποτελούν  την πρακτική άσκηση των φοιτητών και 
είναι απαραίτητο συµπλήρωµα των διαλέξεων. Σκοπός τους είναι να σας 
εξοικειώσουν µε την χρήση διαφόρων τεχνικών, την λειτουργία διαφόρων οργάνων 
και την διεξαγωγή διαφόρων δοκιµασιών που χρησιµοποιούνται συχνά στην 
Βιοχηµεία, καθώς και στο να σας βοηθήσουν να κατανοήσετε µερικές έννοιες που 
δεν γίνονται σαφώς αντιληπτές θεωρητικά.  

 

Τις ασκήσεις θα τις κάνετε σε οµάδες τριών φοιτητών. Οι οµάδες σχηµατίζονται 
στην αρχή του εξαµήνου και παραµένετε στην ίδια οµάδα όλο το εξάµηνο. Η 
συµµετοχή στις ασκήσεις καθώς και η γραπτή αναφορά των αποτελεσµάτων των 
ασκήσεων, η οποία γίνεται από τους φοιτητές στην διάρκεια των εργαστηρίων στο 
φυλλάδιο του εργαστηρίου, είναι υποχρεωτική.  
 

Οι φοιτητές πρέπει να προσέρχονται στα εργαστήρια κατάλληλα προετοιµασµένοι 
(έχοντας διαβάσει το Φυλλάδιο) και εξοπλισµένοι (µολύβια, χάρακες, 
κοµπιουτεράκια κλπ) για να εκτελέσουν σωστά τα πειράµατα και να επεξεργαστούν 
τα αποτελέσµατα συµπληρώνοντας µε επιτυχία την αναφορά των αποτελεσµάτων. Η 
αναφορά  περιλαµβάνει τις µετρήσεις (παρουσιασµένες σε πίνακες, σχεδιαγράµµατα 
κ.λ.π.), και τα συµπεράσµατα που βγάζετε (π.χ. αν πήρατε τα αναµενόµενα 
αποτελέσµατα, αν όχι γιατί όχι, πηγές πιθανών λαθών στα πειράµατα κ.λ.π) όπως 
ζητά κάθε άσκηση. Στο τέλος κάθε άσκησης, η γραπτή αναφορά ελέγχεται από τους 
διδάσκοντες και υπογράφεται, εφόσον έχει συµπληρωθεί σωστά. Η επιτυχής 
συµµετοχή στην άσκηση πιστοποιείται από την υπογραφή του διδάσκοντος στη 
γραπτή αναφορά των αποτελεσµάτων. 

 

Στο τέλος του εξαµήνου (πριν από την εξεταστική περίοδο) οι φοιτητές εξετάζονται 
γραπτά στο περιεχόµενο των Εργαστηρίων. Στις εξετάσεις του Εργαστηρίου 
εξεταστέα ύλη είναι η θεωρία, η µεθοδολογία και οι τρόποι επεξεργασίας 
αποτελεσµάτων που περιλαµβάνονται στο Φυλλάδιο ή αναπτύσσονται από τους 
διδάσκοντες κατά την διάρκεια των εργαστηρίων. Δικαίωµα συµµετοχής στις 
εξετάσεις του Εργαστηρίου έχουν µόνον όσοι συµµετείχαν µε επιτυχία στις 
εργαστηριακές ασκήσεις. 
 
Οι εξετάσεις του µαθήµατος είναι γραπτές, διάρκειας 3 ωρών, και αποτελούνται από 
θέµατα προς ανάπτυξη ή πολλαπλής επιλογής. Εξεταστέα ύλη αποτελεί η Αναλυτική 
Ύλη που επισυνάπτεται σε αυτό το Φυλλάδιο. Δικαίωµα συµµετοχής σε αυτές τις 
εξετάσεις έχουν µόνον όσοι φοιτητές πέρασαν τις εξετάσεις του Εργαστηρίου. Ο 
τελικός βαθµός του µαθήµατος υπολογίζεται κατά 80% από τον βαθµό των γραπτών 
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εξετάσεων του µαθήµατος και κατά 20% από τον βαθµό των γραπτών εξετάσεων του 
Εργαστηρίου.  

 

Το παρόν φυλλάδιο συνέγραψε η πρώην Διευθύντρια του Εργαστηρίου 
Βιοχηµείας και πρώην Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Βιοχηµείας Σοφία Μπονάνου-
Τζεδάκη. Στη συγγραφή συµµετείχαν µε παρεµβάσεις, διορθώσεις και αναβαθµίσεις 
κατά τη διάρκεια των χρόνων τα µέλη ΔΕΠ του Εργαστηρίου Βιοχηµείας, Ελένη 
Γεωργάτσου, Παναγιώτης Λιάκος και Γεώργιος Σίµος. 
 
Για την τεχνική περαίωση των ασκήσεων καθώς και την αναβάθµιση και 
επικαιροποίησή τους εργάστηκαν κατά τη διάρκεια των χρόνων οι: Ευάγγελος 
Κωλέττας (συµβ. Π.Δ. 407/80), Δέσποινα Κοκκιούµη (ΕΔΤΠ), Μαρία Νέτσικα 
(ΕΔΤΠ), Νικόλαος Στακιάς (ΕΔΤΠ), Δηµήτριος Μπούτος (ΕΤΕΠ) και Εµµανουήλ 
Βενιέρης (ΕΤΕΠ) υπό την επίβλεψη των αντίστοιχων µελών ΔΕΠ.  
 
Για την άρτια και εύρυθµη διεξαγωγή των Φοιτητικών Εργαστηρίων εργάστηκαν 
όλοι οι παραπάνω, σε συνεργασία µε τους συµβασιούχους Π.Δ. 407/80 Κυριακή 
Γεροζήση, Θάλεια Μπέη, Ανάργυρο Μουλά, Γεωργία Χαχάµη και Αγγελική 
Λυµπεροπούλου υπό την επίβλεψη των εκάστοτε υπευθύνων του µαθήµατος µελών 
ΔΕΠ.  
 

Το ακαδηµαϊκό έτος 2012-2013 τα Φοιτητικά Εργαστήρια θα διεξαχθούν 
από τους Εµµανουήλ Βενιέρη και Δηµήτριο Μπούτο και από τα µέλη ΔΕΠ του 
Εργαστηρίου Βιοχηµείας. 

Την έκδοση του Φυλλαδίου 2012 επιµελήθηκε η υπεύθυνη του µαθήµατος 
Ελένη Γεωργάτσου, µε τη γραµµατειακή υποστήριξη της Ευαγγελίας Νούσιου.  
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ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ ΙΙ  
 

Πρόγραµµα Διδασκαλίας  
Χειµερινού Εξαµήνου 
Ακαδ. Έτους 2012-2013 

 

Τα Φροντιστήρια και τα Εργαστήρια είναι υποχρεωτικά 
 

Ηµεροµηνία Ώρα Θέµα  
Τετάρτη   3/10 9-11 Ροή της γενετικής πληροφορίας ΜΑ2 
Πέµπτη    4/10 13-15 Εξερευνώντας την εξέλιξη  ΜΑ2 
Παρασκ.  5/10 11-13 DNA: αντιγραφή, επιδιόρθωση & ανασυνδυασµός ΜΑ2 
    
Τετάρτη  10/10 9-11 Εργαστήριο 1: DNA: αποµόνωση (Οµάδα Α) Εργ. Βιοχ  
Πέµπτη   11/10 13-16 Εργαστήριο 1 (Οµάδα Β) Εργ. Βιοχ. 
Παρασκ. 12/10 11-13 RNA: δοµή, σύνθεση & µάτισµα  ΜΑ2 
    
Τετάρτη  17/10 9-11 Εργαστήριο 2: DNA: προσδιορισµός και ηλεκτροφόρηση 

(Οµάδα Α) 
Εργ. Βιοχ  

Πέµπτη   18/10 13-16 Εργαστήριο 2 (Οµάδα Β) Εργ. Βιοχ. 
Παρασκ. 19/10 11-13 Σύνθεση πρωτεϊνών ΜΑ2 
  

  
Τετάρτη  24/10 9-11 Ρύθµιση γονιδιακής έκφρασης στους προκαρυωτικούς 

οργανισµούς ΜΑ2 
Πέµπτη   25/10 13-15 Ρύθµιση γονιδιακής έκφρασης στους ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς ΜΑ2 
Παρασκ. 26/10 11-13 Ρύθµιση γονιδιακής έκφρασης στους ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς ΜΑ2 
    
Τετάρτη  31/10 9-11 Φροντιστήριο σύνοψης µαθηµάτων µοριακής βιολογίας 

(Οµάδα Α+Β) 
MA2 

Πέµπτη     1/11 13-15 Ενδοκυττάρια µεταγωγή σήµατος  ΜΑ2 
Παρασκ.   2/11 11-13 Ενδοκυττάρια µεταγωγή σήµατος  ΜΑ2 
    
Τετάρτη   7/11 9-11 Βιοχηµική ενδοκρινολογία ΜΑ2 
Πέµπτη    8/11 13-15                      ─          (Συνέδριο EEBMB)   
Παρασκ.  9/11 11-13                      ─          (Συνέδριο EEBMB)  
    
Τετάρτη  14/11 9-11 Υπενθύµιση µεταβολικών οδών-βιταµίνες ΜΑ2 
Πέµπτη   15/11 13-15 Ορµονική ρύθµιση του µεταβολισµού ΜΑ2 
Παρασκ. 16/11 11-13 Λειτουργίες του ήπατος  ΜΑ2 
    
Τετάρτη  21/11  9-11 Βιοχηµεία του αίµατος Ι  ΜΑ2  
Πέµπτη   22/11 13-15 Βιοχηµεία του αίµατος ΙΙ  ΜΑ2 
Παρασκ. 23/11 11-13 Φροντιστήριο σύνοψης κυτταρικής επικοινωνίας (Οµάδα 

Α+Β)  
ΜΑ2  

    



 4 

Τετάρτη  28/11 9-11 Εργαστήριο 3: πρωτεΐνες πλάσµατος: προσδ. (Οµάδα Α) Εργ. Βιοχ  
Πέµπτη   29/11 13-16 Εργαστήριο 3 (Οµάδα Β) Εργ. Βιοχ 
Παρασκ. 30/11 11-13 Λειτουργίες του λιπώδους ιστού 

ΜΑ2 
    
Τετάρτη    5/12 9-11 Εργαστήριο 4: προσδ. Χολερυθρίνης ορού (Οµάδα Α)  Εργ. Βιοχ  
Πέµπτη     6/12 13-16 Εργαστήριο 4 (Οµάδα Β) Εργ. Βιοχ 
Παρασκ.   7/12 11-13 Διατροφή και µεταβολισµός I  ΜΑ2 

 
Τετάρτη   12/12 9-11 Εργαστήριο 5: προσδ. τρανσαµινασών –ουρίας ορού 

(Οµάδα Α)  
Εργ. Βιοχ.  

Πέµπτη    13/12 13-16 Εργαστήριο 5: (Οµάδα Β) Εργ. Βιοχ 
Παρασκ.  14/12 11-13 Διατροφή και µεταβολισµός II  ΜΑ2 
    
Τετάρτη  19/12 9-11 Λειτουργίες του µυός  ΜΑ2 
Πέµπτη   20/12 13-15 Βιοχηµεία της άσκησης I  ΜΑ2. 
Παρασκ. 21/12 11-13 Βιοχηµεία της άσκησης II  ΜΑ2  
    
  ΔΙΑΚΟΠΕΣ ΧΡΙΣΤΟΥΓΕΝΝΩΝ  
    
Τετάρτη    9/1 9-11 Βιοχηµεία των αισθητηρίων οργάνων  

 
ΜΑ2 

Πέµπτη    10/1 13-15 Φροντιστήριο σύνοψης βιοχηµείας συστηµάτων 
(Οµάδα Α+Β) 

ΜΑ2 

Παρασκ.  11/1 11-13 Επανάληψη ύλης θεωρίας ΜΑ2 
    
Τετάρτη   16/1 9-11 Φροντιστήριο: Επανάληψη Εργαστηρίων ΜΑ2 
Πέµπτη    17/1 13-15 Εξετάσεις Εργαστηρίων ΜΑ2 
Παρασκ   18/1 11-13   
    

 
 
Σηµείωση: εφ’ όσον κάτω από οποιαδήποτε συγκυρία χαθούν ώρες θεωρίας, αυτές, 
µε βάση το ωρολόγιο πρόγραµµα, θα αντικαθίστανται τις Πέµπτες ώρα 13-14, και τα 
Εργαστήρια θα ξεκινάνε στις 14.00, µετά από σχετική ανακοίνωση του Εργαστηρίου. 
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ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ ΙΙ 
Γ’ ΕΞΑΜΗΝΟ 

Διάγραµµα Μελέτης- Αναλυτική ύλη µαθήµατος – Οδηγός 

 
2012-2013 
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ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ ΙΙ 2012 
 
Σκοποί του µαθήµατος 
 
Η ολοκλήρωση του µεταβολισµού και η κατανόηση της ρύθµισης των βιοχηµικών 
λειτουργιών του ανθρώπινου οργανισµού σε µοριακό, κυτταρικό και συστηµικό 
επίπεδο µε την µελέτη : 

- των µηχανισµών της διατήρησης, της µεταβίβασης και της έκφρασης της 

γενετικής πληροφορίας 

- του µηχανισµού δράσης των ορµονών και του ρόλου τους στην οµοιοστασία 
του οργανισµού  
- της βιοχηµικής ιδιαιτερότητας διαφόρων ιστών και συστηµάτων  
- βιοχηµικών θεµάτων ειδικής σηµασίας (διατροφή, άσκηση) 
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ΥΛΗ ΘΕΩΡΙΑΣ ΤΟΥ ΜΑΘΗΜΑΤΟΣ 

 
Ροή των γενετικών πληροφοριών 
 

Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• το κεντρικό δόγµα της µοριακής βιολογίας 

• το µοντέλο διπλής έλικας και τα είδη διπλής έλικας DNA 

• τις ιδιότητες του DNA σε διάλυµα  

• τις ανώτερες δοµές του δίκλωνου DNA 

• την οργάνωση των γονιδίων στο χρωµόσωµα  

• τη δοµή, τα είδη και το βιολογικό ρόλο του RNA  

• το γενετικό κώδικα: ιδιότητες, ιστορικό αποκρυπτογράφησης 
 
 

Εξερευνώντας την εξέλιξη 
 

Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• την έννοια της οµολογίας µεταξύ δύο µορίων 

• την έννοια της αντιστοίχισης αλληλουχιών και τη χρησιµότητά της 

• τη σχέση τρισδιάστατης δοµής και εκµαγείων αλληλουχιών 

• τις έννοιες της αποκλίνουσας και συγκλίνουσας εξέλιξης 
• για τα εξελικτικά δένδρα  

• για τις πειραµατικές µεθόδους εξερεύνησης της εξέλιξης  
 
 
Αντιγραφή, ανασυνδυασµός και επιδιόρθωση DNA 
 
Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• γενικά για τον µηχανισµό της αντιγραφής 

• τις ιδιότητες και λειτουργίες των DNA πολυµερασών 

• για την υπερελίκωση και τις τοποϊσοµεράσες  

• την έναρξη αντιγραφής, σύνθεση RNA εκκινητή, σύνθεση DNA, τερµατισµό 

• τις διαφορές µεταξύ προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών οργανισµών  

• για τα τελοµερή και την τελοµεράση 

• γενικά για την επιδιόρθωση  

• τους τρόπους πρόκλησης µεταλλάξεων  
• τους επιδιορθωτικούς µηχανισµούς 
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• το τεστ Ames  
• για ασθένειες που προκύπτουν λόγω δυσλειτουργίας επιδιορθωτικών 

µηχανισµών 
 
 
Σύνθεση και ωρίµανση RNA 
 

Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• γενικά για το µηχανισµό της µεταγραφής  

• για την έννοια του προαγωγέα, τον ρόλο του παράγοντα σ 

• για τα ένζυµα που συµµετέχουν στη µεταγραφή 

• πώς γίνεται η έναρξη, η επιµήκυνση, και ο τερµατισµός σύνθεσης του RNA 

• για τις διαφορές της µεταγραφής ανάµεσα σε προκαρυωτικούς και 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς 

• για τα αντιβιοτικά αναστολείς της µεταγραφής 

• για τις ευκαρυωτικές RNA πολυµεράσες  

• τα χαρακτηριστικά των ευκαρυωτικών προαγωγέων, ενισχυτών και για το 
γενικό σύµπλοκο έναρξης της µεταγραφής  

• γενικά για την ωρίµανση του προ-mRNA  

• για το µάτισµα: µηχανισµός, µικρά πυρηνικά RNA 

 

 
Βιοσύνθεση Πρωτεϊνών 
 

Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• τις γενικές αρχές της µετάφρασης του mRNA 

• τη δοµή και λειτουργία των κυριοτέρων συστατικών της µετάφρασης 

• τον µηχανισµό έναρξης, επιµήκυνσης και τερµατισµού της σύνθεσης της 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας: τον ρόλο των µεταφραστικών παραγόντων, την 
υπόθεση της ταλάντευσης (Wobble), την κατάλυση σχηµατισµού του 
πεπτιδικού δεσµού  

• για την πιστότητα και το κόστος της πρωτεϊνοσύνθεσης  

• τη σύγκριση της πρωτεϊνοσύνθεσης ανάµεσα στους προκαρυωτικούς και 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς  

• για τους αναστολείς της πρωτεϊνοσύνθεσης και τη δράση τους ως αντιβιοτικά 



 9 

 
Έλεγχος γονιδιακής έκφρασης 
 

Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• την έννοια του οπερονίου στους προκαρυωτικούς οργανισµούς 

• την ρύθµιση του οπερονίου της λακτόζης  

• τη γενική ρύθµιση οπερονίων καταβολιτών µέσω πρωτεΐνης CAP  

• τη ρύθµιση οπερονίων µέσω εξασθένισης  

• τη δοµή της χρωµατίνης στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς  

• τις τροποποιήσεις των ιστονών και την επαναδιαµόρφωση των 
νουκλεοσωµάτων  

• τους µεταγραφικούς παράγοντες: δοµικά χαρακτηριστικά, πρόσδεση στο 
DNA, διµερισµός, µεταγραφική ενεργοποίηση και καταστολή 

• τη ρύθµιση της ενεργότητας των µεταγραφικών παραγόντων 

• το εναλλακτικό µάτισµα  

• τη ρύθµιση της έναρξης της µετάφρασης  

• το παράδειγµα της δράσης των πυρηνικών υποδοχέων και το παράδειγµα της 
ρύθµισης της οµοιοστασίας του σιδήρου 

 
 

 
Ενδοκυττάρια σηµατοδότηση 
 

Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• το τριαδικό σύστηµα µεταγωγής µηνύµατος ορµονών µε µεµβρανικούς 
υποδοχείς συζευγµένους µε πρωτείνες G. και το µηχανισµό δράσης της 
τοξίνης της χολέρας. 

• τους δεύτερους αγγελιοφόρους: χαρακτηριστικά, ποιοι είναι, πώς παράγονται, 
πώς δρουν, πώς αποικοδοµούνται. 

• τη δράση της αδενυλικής κυκλάσης: κυκλικό ΑΜΡ, ενεργοποίηση της 
ΡΚΑ. 

• για τη δράση της φωσφολιπάσης Cβ: ΙΡ3 και διακυλογλυκερόλη, Ca2+ και 
καλµοδουλίνη, ενεργοποίηση της ΡΚC. 

• παραδείγµατα υποδοχέων ορµονών / αυξητικών παραγόντων που έχουν 
ενεργότητα κινάσης τυροσίνης.  

• τη συνοπτική περιγραφή της µεταγωγής σήµατος του EGF και του 
µονοπατιού των ras-ΜΑΡ κινασών καθώς και το συσχετισµό µεταξύ των 
µονοπατιών µεταγωγής σήµατος και καρκίνου 

• τους υποδοχείς που δρουν µέσω JAKs-STATs : αυξητική ορµόνη, α-
ιντερφερόνη 
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Bιοχηµική Ενδοκρινολογία  
 

Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει καλά: 

• τις πεπτιδο-ορµόνες και τις στεροειδείς ορµόνες: χαρακτηριστικά δοµής, 
σύνθεσης, ωρίµανσης και µεταφοράς ορισµένων υποθαλαµικών ορµονών. 

• τις ορµόνες υποθαλάµου, υπόφυσης, ενδοκρινών αδένων : ρύθµιση του 
κυκλώµατος µέσω ανάδροµης τροφοδότησης. 

• τη ρύθµιση της έκκρισης στεροειδών ορµονών: Δράση ACTH στην παραγωγή 
κορτιζόλης από φλοιό επινεφριδίων, δράση FSH και LH στην παραγωγή 
τεστοστερόνης, οιστραδιόλης και προγεστερόνης από γονάδες, πολλαπλή 
ρύθµιση έκκρισης αλδοστερόνης από φλοιό επινεδρίων.  

• τις κλινικές επιπτώσεις στο συνδρόµου Cushing, της ασθένειας Addison και 
Graves. 

• τις διαταραχές σύνθεσης στεροειδών ορµονών λόγω κληρονοµικής έλλειψης 
ενζύµων. Ανεπάρκεια 21α-υδροξυλάσης. Κλινικές επιπτώσεις  

• την οικογένεια των υποδοχέων στεροειδών ορµονών: δοµή και λειτουργία 
(συνενεργοποιητές µεταγραφής) 

 
Υπενθύµιση µεταβολικών οδών- Βιταµίνες 
 
Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει 
 

• τις κύριες µεταβολικές οδούς που λειτουργούν στον άνθρωπο, τις µεταξύ τους 
σχέσεις και τις βασικές ρυθµίσεις τους 

• την έννοια και τη σηµασία των βιταµινών 

• όλες τις βιταµίνες, υδατοδιαλυτές και λιποδιαλυτές, καθώς και τη 
χαρακτηριστική συµµετοχή τους στη λειτουργία του οργανισµού  

 

 

Ορµονική ρύθµιση του µεταβολισµού 
 
Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• για τη σύνθεση, ωρίµανση και έκκριση της παγκρεατικής ορµόνης ινσουλίνης  

• για τις κύριες δράσεις της ινσουλίνης στο µεταβολισµό σακχάρων, λιπιδίων, 
πρωτεϊνών 

• για τον υποδοχέα ινσουλίνης: δοµή, ενεργοποίηση, µεταγωγή σήµατος. 

• για τον ινσουλινοεξαρτώµενο και µη ινσουλινοεξαρτώµενο σακχαρώδη 
διαβήτη 

• για την παγκρεατική ορµόνη γλυκαγόνη: δοµή και δράση 
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• για τη δράση της επινεφρίνης 

• για τη λεπτίνη: που παράγεται, που δρά, πως επηρεάζει το ισοζύγιο καυσίµων 
και ενέργειας του οργανισµού 

 
 

Βιοχηµεία του ήπατος 

Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• για τις λειτουργίες του ήπατος ως κεντρικό µεταβολικό όργανο και την 
επικοινωνία του µε άλλους ιστούς 

• για τις λειτουργίες του ήπατος ως µεταβολικό όργανο των αµινοξέων και των 
πρωτεϊνών  

• για τις λειτουργίες του ήπατος ως µεταβολικό όργανο του αζώτου και της 
ουρίας 

• για τις λειτουργίες του ήπατος ως µεταβολικό όργανο των λιπαρών οξέων 

• για τις λειτουργίες του ήπατος στη σύνθεση και αποικοδόµηση του 
γλυκογόνου καθώς και στη διατήρηση των επιπέδων γλυκόζης στο αίµα 

• για τις λειτουργίες του ήπατος στο µεταβολισµό της αίµης 

• για τις λειτουργίες του ήπατος ως όργανο αποτοξίνωσης  
 
 
Βιοχηµεία αίµατος 
A. Βιοχηµεία Πρωτεϊνών Πλάσµατος  

Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• τη σύσταση του πλάσµατος και την διαφορά του από τον ορό. 

• τις λειτουργίες και την ηλεκτροφορητική κατάταξη των πρωτεϊνών του 
πλάσµατος και τουλάχιστον µια πρωτεΐνη που περιέχεται σε κάθε κλάσµα. 

• τη φύση και βιολογικό ρόλο της λευκωµατίνης, α1-αντιθρυψίνης, 
σερουλοπλασµίνης, τρανσφερρίνης και γ-σφαιρινών και τις κλινικές 
επιπτώσεις διαταραχών των επιπέδων ή ενεργότητας των πρωτεϊνών αυτών. 

• ότι χαρακτηριστικές αλλαγές στα πρότυπα ηλεκτοφορητικού διαχωρισµού 
των πρωτεϊνών του πλάσµατος είναι ενδεικτικές παθολογικών καταστάσεων. 

• τα ένζυµα που περιέχονται φυσιολογικά στο πλάσµα και τη διαγνωστική αξία 
ενζύµων ιστικής προέλευσης (τρανσαµινασών, LDH, CPK) και των 
ισοενζύµων τους. 

• τις πρωτεΐνες οξείας φάσης και τη C–αντιδρώσα πρωτεΐνη 

 
B. Βιοχηµεία Αιµόστασης 
Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  
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• το ρόλο των αιµοπεταλίων στην πήξη του αίµατος και ποιές ουσίες προάγουν 
την ενεργοποίηση και συγκόλλησή τους. 

• το ρόλο της φωσφολιπάσης Α2, κυκλοξυγονάσης και συνθάσης της 
θροµβοξάνης στην πήξη του αίµατος και το µηχανισµό δράσης της ασπιρίνης. 

• τη φύση των παραγόντων πήξεως του αίµατος.. 

• τη δοµή του ινωδογόνου και τα στάδια πολυµερισµού του σε θρόµβο 
διασυνδεδεµένου ινώδους (δράση θροµβίνης, τρανσγλουταµινάσης). 

• για τον περιορισµό της πήξεως: αντιθροµβίνη ΙΙΙ και ο ρόλος της ηπαρίνης 

• για το µηχανισµό της ινωδόλυσης: ιστικός ενεργοποιητής του πλασµινογόνου 
και πλασµίνη. 

• για τις διαταραχές πήξεως λόγω γενετικής έλλειψης παραγόντων (αιµοφιλίες) 
και για τη θεραπευτική χορήγηση ανασυνδυασµένων παραγόντων. 

 
 

Λειτουργίες του λιπώδους ιστού  
 
Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει 

• για τα είδη, την κατανοµή, τη µορφολογία του λιπώδους ιστού  

• για τις ιδιότητες του λευκού και φαιού λιπώδους ιστού 

• για τις λειτουργίες του λιπώδους ιστού ως αποθηκευτικό όργανο 

• για τις λειτουργίες του λιπώδους ιστού ως ενδοκρινές όργανο 

• για τη συσχέτιση των λειτουργιών του λιπώδους ιστού µε άλλα όργανα 

• για το λιπώδη ιστό σε σχέση µε τη φλεγµονή 

• για το λιπώδη ιστό σε σχέση µε την παχυσαρκία 

 

 

Διατροφή και µεταβολισµός  
 
Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

• για τα απαραίτητα ιχνοστοιχεία και τη σηµασία τους στη διατροφή 

• για τα απαραίτητα λιπαρά οξέα και αµινοξέα και τη σηµασία τους στη 
διατροφή 

• για τη σηµασία των µακροθρεπτικών συστατικών στη διατροφή: πρωτεΐνες, 
υδατάνθρακες, λίπη 

• για τη ρύθµιση της πρόσληψης της τροφής 

• για τη σύσταση των διαφόρων συστατικών στην καθηµερινή διατροφή 
(δίαιτες)  

• για την υπερκατανάλωση τροφής και τον υποσιτισµό (παχυσαρκία, κακή 
διατροφή) 
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• για ειδικές καταστάσεις διατροφής (παιδιά, εγκυµοσύνη, ηλικιωµένοι) 

• για παθολογικές καταστάσεις διατροφής 

 

 

Λειτουργίες του µυός  
 
Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει 

• για τα είδη, τη δοµή και µορφολογία του µυός  

• για τις πρωτεΐνες του µυός 

• για τη βιοχηµεία της µυϊκής συστολής 

• για τους διαφορετικούς τύπους µυϊκών ινών 

• για τον έλεγχο της µυϊκής λειτουργίας 

• για τη σύζευξη διέγερσης-συστολής 

• για τα καύσιµα και το οξυγόνο που χρησιµοποιούνται από τους µυς 

 

 
Βιοχηµεία της άσκησης 
 
Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει 

• για τις ενεργειακές ανάγκες των µυών κατά την άσκηση 

• για το µεταβολισµό των διαφόρων ενεργειακών πηγών κατά την άσκηση 

• για τις µετατροπές των µυϊκών ινών κατά την άσκηση 

• για την χρήση των ενεργειακών πηγών κατά την άσκηση 

• για τις προσαρµογές της χρήσης ενεργειακών πηγών σε διάφορες συνθήκες 
άσκησης 

• για την επίδραση της διατροφής στην επιλογή ενεργειακών πηγών κατά την 
άσκηση 

• για τον κάµατο (περιφερειακό και κεντρικό) 

• για τα πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα της φυσικής άσκησης 

• για τη βιοχηµική αξιολόγηση των ασκουµένων 
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Βιοχηµεία αισθητηρίων οργάνων 
 
Ο φοιτητής που θα επιτύχει στο µάθηµα θα πρέπει να γνωρίζει  

§ τους νικοτινικούς και µουσκαρινικούς υποδοχείς της ακετυλοχολίνης: δοµή, 
ιδιαίτερα δοµικά χαρακτηριστικά και τρόπος δράσης. 

§ τη βιοχηµική βάση της όρασης. Λειτουργία ραβδίων, κωνίων και διαφορές. 

§ τη σχέση δοµής και λειτουργίας της ροδοψίνης, τη µετατροπή των φωτονίων 
σε νευρικό σήµα και τη προσαρµογή των ραβδίων στο φως 

§ τη γενετική βάση της έγχρωµης όρασης και του δαλτωνισµού 

§ για την βιοχηµική βάση της όσφρησης και τη  µεταγωγή σήµατος οσµογόνου 

§ για την βιοχηµική βάση της γεύσης και τους υποδοχείς των γευστικών µορίων 

§ για την βιοχηµική βάση της ακοής. 

§ για την βιοχηµική βάση της αφής. 
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Δεξιότητες στα Εργαστήρια του µαθήµατος Βιοχηµεία ΙΙ 
 
Γενικές δεξιότητες 
 
Οι δεξιότητες αποκτώνται κατά την υποχρεωτική παρακολούθηση των εργαστηριακών 
ασκήσεων και φροντιστηρίων. Ο φοιτητής που θα ολοκληρώσει µε επιτυχία τα παραπάνω 
θα πρέπει να έχει αποκτήσει 
 

• την ικανότητα να παρατηρεί φαινόµενα στο εργαστήριο, να καταγράφει και 
να αναλύει δεδοµένα 

 

• την ικανότητα να βγάζει συµπεράσµατα από δεδοµένα 
 

• την ικανότητα να λύνει προβλήµατα 
 

• την ικανότητα να κατασκευάζει γραφικές παραστάσεις από δεδοµένα 
 

• την ικανότητα να εξάγει πληροφορίες από γραφικές παραστάσεις 
 

• την ικανότητα να χειρίζεται τον βασικό εξοπλισµό εργαστηρίου Κλινικής 
Χηµείας και Βιοχηµείας 

 

• την ικανότητα να εργάζεται αποτελεσµατικά σε µια οµάδα 
 

• την ικανότητα να εργάζεται µε ασφάλεια σε εργαστηριακό περιβάλλον 
 

• την ικανότητα να ακολουθεί οδηγίες 
 

• την ικανότητα να αντιλαµβάνεται τα εργαστηριακά λάθη και να αναγνωρίζει 
τις πηγές τους 

 

Ειδικές δεξιότητες  
 
Ο φοιτητής θα πρέπει να είναι σε θέση να 

 
 

• παρασκευάσει γενωµικό DNA από ήπαρ µε τη µέθοδο της εκχύλισης µε 
υψηλή συγκέντρωση άλατος. 

 

• προσδιορίσει ποσοτικά DNA µε τη µέθοδο της διφαινυλαµίνης και 
φασµατοσκοπικά. 

 

• κατασκευάσει πηκτή αγαρόζης και να διαχωρίσει ηλεκτροφορητικά DNA µε 
βάση το µοριακό του βάρος. 

 
• κρίνει την ποιότητα του DNA που παρασκεύασε 

 

• διαχωρίσει τις λευκωµατίνες από τις σφαιρίνες του ορού βάσει της 
διαφορετικής τους διαλυτότητας σε άλατα 

 

• προσδιορίσει τη συγκέντρωση των πρωτεϊνών µε τη µέθοδο της διουρίας 
 

• προσδιορίσει τη συγκέντρωση της λευκωµατίνης µε τη µέθοδο της BCG. 
 

• προσδιορίσει την συγκέντρωση άµεσης και έµµεσης χολερυθρίνης σε δείγµα 
ορού µε τη µέθοδο Jendrassik και Grof 

 
• προσδιορίσει τα επίπεδα τρανσαµινασών και ουρίας στον ορό του αίµατος 
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ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 
 
Α. ΘΕΩΡΙΑΣ ΜΑΘΗΜΑΤΟΣ 
 

Berg, Tymaczko & Stryer: ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ Τόµοι Ι και ΙΙ (Πανεπιστηµιακές 
Εκδόσεις Κρήτης) 
 
John W Baynes & Marek H Dominiczak IATRIKH BIOXHMEIA 
(Επιστηµονικές εκδόσεις ΠΑΡΙΣΙΑΝΟΥ Α.Ε.)  
 
Επιπλέον, για ορισµένα κεφάλαια-θέµατα, είναι πολύ χρήσιµα  τα εξής βιβλία στα 
Ελληνικά: 
1) Marks, Marks & Smith: Ιατρική Βιοχηµεία – Κλινική Προσέγγιση (Ιατρικές 
Εκδόσεις Πασχαλίδη) 

2) Κoolman & Rohm: Εγχειρίδιο Βιοχηµείας (Ιατρικές Εκδόσεις Λίτσα) 
3) Τρακατέλλης: Βιοχηµεία, Τόµος Α, µέρος 2 (3β) και τόµος Β, µέρος 1 

(Εκδόσεις Κυριακίδη) 
4) Γεωργάτσος: Ο έλεγχος του µεταβολισµού στο µοριακό επίπεδο (Εκδόσεις 
Γιαχούδη-Γιαπούλη) 

5) Κarlson: Βιοχηµεία (Ιατρικές Εκδόσεις Λίτσα)  
6) Karlson, Gerok and Gross: Κλινική Παθολογική Βιοχηµεία (Ιατρικές 
Εκδόσεις Λίτσα) 

7) Marshall and Bangert : Κλινική Xηµεία (Εκδόσεις Παρισιάνου Α.Ε. 2011) 
 
Και τα εξής συγγράµµατα στα Αγγλικά: 
1) Nelson & Cox : Lehninger Principles of Biochemistry, 4th edition                       

(Εκδόσεις Freeman) 
2) Lodish et al: Molecular Cell Biology, 4th / 5th edition (Εκδόσεις Freeman) 
3) Alberts et al: The Molecular Biology of the Cell, 4th edition (Εκδόσεις Garland 

Science) 
4) Devlin: Biochemistry with Clinical Correlations, last edition (Εκδόσεις Wiley-

Liss) 
5) Voet, Voet & Pratt: Fundamentals of Biochemistry. Life at the molecular 

level, 2nd edition (Εκδόσεις Wiley) 
6) Garrett & Grisham: Biochemistry, 3rd edition, ISE (Εκδόσεις 

Thomson.Brooks/Cole) 
7) Εlliott & Elliott: Biochemistry and Molecular Biology, 2nd edition (Oxford 

University Press) 
8) Thomas, Christodoulou & Gillham: Wills’ Biochemical Basis of Medicine 

(Εκδόσεις Butterworth-Heinemann) 
9) Lewin: Genes VIII, IE (Εκδόσεις Pearson-Prentice Hall) 
10) Reed: Essential physiological Biochemistry. An organ based approach 

(Εκδόσεις Wiley-Blackell 2009) 
11) Newsholme and Leech: Functional Biochemistry in Health and Disease 

(Εκδόσεις Wiley-Blackell 2009) 
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Β. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΩΝ 
 

Αρχές Κλινικής Χηµείας  

Ι.Γ. Γεωργάτσου – Π.  

Εκδόσεις Megatype, (Τελευταία Έκδοση) 

Ενζυµολογία  
Ι. Γ. Γεωργάτσου, Τ. Α. Γουψάνη, Δ.Α. Κυριακίδη 
Εκδόσεις ΖΗΤΗ 2001 

Ιατρική Βιοχηµεία (2η έκδοση) 
Α. Αρσένη, Β. Δεληγιάννη και Ζ. Ζουλλιέν 
Ιατρικές Εκδόσεις Ζήτα, 1991 

Πειραµατική Βιοχηµεία 
J. M. Clark, Jr & R. L. Switzer 
Πανεπιστηµιακές Εκδόσεις Κρήτης, 1992 

Analytical Biochemistry (2nd edition) 
D. J. Holme & Hazel Peck 
Longman Scientific & Technical 1993 

Basic Biochemical Methods (2nd edition) 
R. R. Alexander & J. M. Griffiths 
Wiley-Liss, 1993 

Clinical Chemistry - Concepts and Applications 
S. C. Anderson & S. Cockayne 
W. Saunders Co, 1993 

Clinical Chemistry - Illustrated Textbook 
W. J. Marshall & S. K. Bangert 
Elsevier Limited 2008 

Experimental Biochemistry 
R. L. Dryer & F. G. Lata 
Oxford University Press, 1989 

Practical Biochemistry - An Introduction to (3rd edition) 
D. Τ. Plummer , McGraw-Hill, 1978 

Principles and Techniques of Practical Biochemistry (3rd edition) 
U. Wilson & K. H. Goulding, 
Edward Arnold, 1986 

Textbook of Clinical Chemistry (3rd edition) 
N. W. Tietz (editor) 
W. B. Saunders Co, 1999 
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ΚΑΝΟΝΕΣ ΑΣΦΑΛΕΙΑΣ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ 
 
Για την ασφάλεια όλων πρέπει να ακολουθούνται πάντα οι κάτωθι κανόνες: 
1) Κανείς δεν πρέπει να εργάζεται µόνος του στο εργαστήριο χωρίς την παρουσία 
κάποιου µέλους του προσωπικού. 

2) Αφήστε εξωτερικά ενδύµατα και ογκώδη αντικείµενα (π.χ. σάκους) έξω από το 
εργαστήριο ή σε ειδικό χώρο του εργαστηρίου. Σκόρπια πράγµατα σε πάγκους και πατώµατα 
µπορεί να προκαλέσουν ατύχηµα και υπάρχει κίνδυνος να καταστραφούν και τα ίδια. 

3) Φοράτε πάντα ποδιά µόλις µπείτε στο εργαστήριο. 
4) Απαγορεύεται να καπνίζετε, να τρώτε ή να πίνετε στο εργαστήριο. 
5) Διαβάστε το φυλλάδιο που περιγράφει την άσκηση πριν µπείτε στο εργαστήριο και 
ακολουθήστε προσεκτικά τις οδηγίες που σας δίνονται για την εκτέλεση κάθε άσκησης. 
Επειδή συχνά δίνονται επιπλέον προφορικές εξηγήσεις στην αρχή του εργαστηρίου, είναι 
απαραίτητο να προσέρχεστε εγκαίρως. Αργοπορηµένοι φοιτητές δεν θα γίνονται δεκτοί. 

Γενική αρχή κάθε πειραµατικής δουλειάς: Σκεφθείτε και προγραµµατίσετε πριν ενεργήσετε. 

6) Μη ρουφάτε τοξικά αντιδραστήρια µε το στόµα - χρησιµοποιείστε τις pi-pumps ή 
poire που σας δίνονται για χρήση µε τα σιφώνια. Αν δεν ξέρετε αν κάτι είναι τοξικό 
ρωτήστε. Ακόµα καλύτερα: Μη ρουφάτε τίποτα µε το στόµα. 

7) Χρησιµοποιείστε την απαγωγό εστία και φορέστε γυαλιά ασφαλείας κάθε φορά που 
χειρίζεστε πολύ καυστικά αντιδραστήρια, π.χ. πυκνά οξέα ή βάσεις, διαλύµατα µε 
αποπνικτικούς ατµούς κ.λ.π. 

8) Στρέψετε το στόµιο σωλήνων που θερµαίνονται µακριά από σας και άλλα πρόσωπα. 
Προσοχή πώς πιάνετε θερµά γυαλικά. Μη φέρετε ποτέ εύφλεκτα υλικά (π.χ. αιθανόλη, 
αιθέρα) κοντά σε γυµνή φλόγα. 

9) Αν χύσετε κάτι σκουπίστε το αµέσως µε χαρτοπετσέτα - βρεγµένοι πάγκοι και 
πατώµατα είναι επικίνδυνα. Αν χύσετε κάτι τοξικό αναφέρετέ το αµέσως στον υπεύθυνο του 
εργαστηρίου. 

10) Προσοχή στην χρήση βιολογικών υγρών, (αίµα, οροί, κ.λ.π.)-µη ρουφάτε τίποτε µε 
το στόµα, φοράτε γάντια και τοποθετείστε τα µεν αναλώσιµα (π.χ. χαρτικά, πλαστικά) που 
ήρθαν σε επαφή µαζί τους σε ειδικό σάκο απορριµµάτων, τα δε γυαλικά σε ειδικό δοχείο µε 
απολυµαντικό. 

11) Εξοικειωθείτε µε την λειτουργία κάθε οργάνου και ακολουθήστε τις οδηγίες χρήσης 
του. Αν δεν είστε σίγουροι πώς να χρησιµοποιήσετε ένα όργανο ή µία συσκευή 
συµβουλευτείτε ένα µέλος του προσωπικού - έτσι προλαµβάνεται τυχόν βλάβη που µπορεί 
να προξενηθεί στο όργανο και εσείς έχετε εµπιστοσύνη στα αποτελέσµατα που παίρνετε. 

12) Βεβαιωθείτε ότι ξέρετε πού βρίσκονται στο εργαστήριο και πώς χρησιµοποιούνται ο 
πυροσβεστήρας, το κουτί πρώτων βοηθειών και τα δοχεία για πλύσιµο µατιών. Γρήγορη 
αντιµετώπιση ενός µικρού ατυχήµατος µπορεί να εµποδίσει την δηµιουργία ενός µεγάλου. 

13) Στο τέλος κάθε άσκησης αφήστε τον πάγκο σας καθαρό και τακτικό. Ξεπλύνετε όλα 
τα βρώµικα γυαλικά και τοποθετείστε τα στα δοχεία για πλύσιµο και ακολουθήστε ό,τι 
οδηγίες σας δοθούν σχετικά µε τα αντιδραστήρια. 
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ΑΣΚΗΣΗ 1η 

 
 

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA 
 
Θεωρητικό µέρος 
 
Το DNA (δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ) είναι ο φορέας της γενετικής πληροφορίας των 
ζωντανών οργανισµών. Τα µόρια του DNA είναι πολυµερή νουκλεοτιδίων πουρίνης 
και πυριµινίδης που συνδέονται µεταξύ τους µε 3',5'-φωσφοδιεστερικούς δεσµούς. Η 
διπλή έλικα του DNA αποτελείται από δύο αλυσίδες πολυνουκλεοτιδίων που 
συγκρατούνται µεταξύ τους µε δεσµούς υδρογόνου οι οποίοι σχηµατίζονται ανάµεσα 
στα ζεύγη αζωτούχων βάσεων αδενίνης-θυµίνης (Α-Τ) και γουανίνης-κυτοσίνης (G-
C). 

Η αποµόνωση του DNA σε φυσική κατάσταση είναι αρκετά δύσκολη διότι το 
µεγάλο µοριακό του βάρος και η διαµόρφωσή του (ιδιαίτερα ασύµµετρο µόριο) το 
καθιστούν ευαίσθητο σε µηχανικές διασπάσεις της διπλής έλικας (λόγω τριβής, 
ελκυσµού κ.λ.π), σε µετουσίωση (µε θέρµανση >80οC, ή µε χρήση υψηλού ή 
χαµηλού pΗ (>10 ή <3)), ή σε διάτµηση των φωσφοδιεστερικών δεσµών (µε ένζυµα 
όπως η δεοξυριβονουκλεάση (DNάση) –που ευρίσκεται ενδογενώς στα κύτταρα) ή 
όξινο περιβάλλον (pΗ <2)). Γι' αυτό η αποµόνωση του DNA γίνεται µε όσο πιο ήπιες 
συνθήκες είναι δυνατόν και αποτελείται από τα εξής απαραίτητα βήµατα:  
α) Λύση κυττάρων και απελευθέρωση του DNA από τις κυτταρικές µεµβράνες  
β) Διάσταση του DNA από τις πρωτεΐνες µε τις οποίες είναι συνδεδεµένο  
γ) Διαχωρισµός του DNA από άλλα µακροµόρια (πρωτεΐνες, RNA, υδατάνθρακες). 
Συνήθως οι κυτταρικές µεµβράνες διασπώνται µε ισχυρό απορρυπαντικό π.χ. SDS 
(δωδεκυλοσουλφονικό νάτριο), τα σύµπλοκα DNA-πρωτεϊνών αποδιατάσσονται µε 
υψηλή συγκέντρωση άλατος και οι ίνες του DNA καταβυθίζονται επιλεκτικά από την 
υδατική φάση όπου βρίσκονται διαλυµένες µαζί µε RNA και πρωτείνες µε την 
προσθήκη πολικού διαλύτη (αιθυλικής αλκοόλης). Κατά την διαδικασία µιας τέτοιας 
αποµόνωσης του DNA η δράση της κυτταρικής DNάσης αναστέλλεται µε τη χρήση 
του SDS που µετουσιώνει το ένζυµο και µε την παρουσία του EDTA, µιας χηµικής 
ένωσης που συνδέει δισθενή ιόντα, όπως Mg2+, που απαιτούνται για την ενζυµική 
ενεργότητα της DNάσης. 
 
Πρακτικό µέρος 
 
Υλικά / οµάδα: 
10g Ηπαρ µόσχου  
1 Ψαλίδι ή Ξυράφι  
1 Ποτήρι 100ml  
1 Επιτραπέζια φυγόκεντρος µε 4-6 πλαστικούς σωλήνες  
1 Γυάλινη ράβδος         
1 Ογκοµετρικός κύλινδρος 100ml  
1 Κωνική φιάλη 25 ή 50ml  
150ml ΙΧ διάλυµα φυσιολ. ορού-κιτρικού (σε φιάλη) (ΙΧ SSC)            
35ml 0,ΙΧ διάλυµα   »          »        »        (0,ΙΧSSC)                              4οC    
35ml διάλυµα 2,6Μ ΝαCl  
1 Μαρκαδόρος 
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pi-pumps για µικρά και µεγάλα σιφώνια  
3 σιφώνια των 1ml  
1       »        »   2ml  
2       »        »   5ml  
3       »        » 10ml  
1 δοχείο µε πάγο 
6 Pasteur πλαστικά 
 
Για όλη την τάξη: 
1 Οµογενοποιητής (Blender)  
50ml 3M οξικό νάτριο - 1mΜ EDTA, pΗ 7,0  
200ml Ισοπροπανόλη  
200ml 70% Αιθανόλη                                                 4οC  
1,5 L 95% Αιθανόλη  
1 Αναδευτήρας (Vortex)  

 
Στη σηµερινή άσκηση θα ακολουθήσουµε µια απλή µέθοδο παρασκευής 

DNA. Ολες οι διαδικασίες επεξεργασίας των δειγµάτων εκτελούνται πάνω σε πάγο, 
εφόσον είναι δυνατόν. 
 
 

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA ΑΠΟ ΗΠΑΡ ΜΟΣΧΟΥ 
 
1. Ζυγίστε 10g µοσχαρίσιο συκώτι σ' ένα ποτήρι. Κόψτε το σε µικρά κοµµατάκια 
και οµογενοποιείστε µε 40ml κρύου ΙΧ SSC (ρυθµιστικού διαλύµατος 
φυσιολογικού ορού-κιτρικού: 0,15Μ NαCl, 0,015Μ κιτρικού νατρίου, pH 7,0) 
στον οµογενοποιητή για 1-2 min.  

2. Μοιράστε το οµογενοποίηµα σε 4 σωλήνες φυγοκέντρου 10ml/σωλήνα και 
φυγοκεντρήστε στην επιτραπέζια φυγόκεντρο για 5 min στις 4000 rpm.  

3. Προσεκτικά χύστε το υπερκείµενο και διαλύστε το ίζηµα (που περιέχει 
θραύσµατα κυττάρων και πυρήνες) πάλι σε 6ml/σωλήνα IX SSC. Φυγοκεντρήστε 
ξανά για 5 min και πετάξτε πάλι το υπερκείµενο. 

4. Προσθέστε 6ml/σωλήνα 2,6Μ ΝαCl στο ίζηµα και διαλύστε το αναδεύοντας µε 
µια γυάλινη ράβδο για 5 min. (Η υψηλή συγκέντρωση άλατος διασπά τους 
ηλεκτροστατικούς δεσµούς ανάµεσα στο DNA και τις πρωτείνες και έτσι το DNA 
διαλύεται). Φυγοκεντρήστε για 5 min.  

5. Μεταφέρατε προσεκτικά το υπερκείµενο των τεσσάρων σωλήνων σε ένα 
ογκοµετρικό κύλινδρο των 100ml και επιστοιβάξτε, πολύ προσεκτικά, τον 
διπλάσιο όγκο ψυχρής αιθανόλης. Το άσπρο ίζηµα που σχηµατίζεται ανάµεσα 
στις δύο υγρές φάσεις είναι το DNA. 

6. Για να αποµονώσετε το DNA αναδεύστε το αργά µε την άκρη µιας γυάλινης 
ράβδου. Το DNA σχηµατίζει ένα "κουβάρι", που µοιάζει να αποτελείται από 
µακριές "ίνες ζελατίνης", στα τοιχώµατα της ράβδου. Αποµακρύνετε την 
περίσσεια αλκοόλης πιέζοντας ελαφρά την ράβδο στα τοιχώµατα του κυλίνδρου, 
ώσπου να µην φεύγουν άλλες σταγόνες υγρού από το DNA (η ύπαρξη αλκοόλης 
εµποδίζει την επαναδιάλυση του DNA).  

7. Μεταφέρατε το ίζηµα σε κωνική φιάλη  που περιέχει 9ml 0,ΙΧ SSC (0,015Μ 
ΝαCl - 0,0015Μ κιτρικό νάτριο, pH 7,0) και αναδεύστε προσεκτικά ώσπου να 
αποµακρυνθεί το DNA από τη γυάλινη ράβδο και να διαλυθεί εντελώς (ελαφριά 
θέρµανση του διαλύµατος βοηθά στην επαναδιάλυση).  
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8. Μεταφέρατε το διάλυµα σας σε δύο σωλήνες και προσθέστε στον καθένα 0,5ml 
οξικό νάτριο και 2,7ml ισοπροπανόλης.  

9. Ανακατέψτε και φυγοκεντρήστε στις 4000 rpm για 10min.  
10. Αποχύστε προσεκτικά το υπερκείµενο, προσθέστε σε κάθε σωλήνα 5ml 70% 
αιθανόλη, ανακινείστε και φυγοκεντρείστε για 3min στις 4000rpm. Αποχύστε και 
πάλι το υπερκείµενο. 

11. Αποµακρύνατε µε προσοχή όσο το δυνατόν περισσότερη αιθανόλη από το 
ίζηµα. (Για να µην παρεµποδιστεί η επαναδιάλυση). 

12. Προσθέστε 1ml 0,1X SSC σε κάθε σωλήνα και διαλύστε το DNA σας. Ενώστε τα 
διαλύµατά σας σε ένα σωλήνα (τελικός όγκος 2ml). 

 



 22 

ΑΣΚΗΣΗ 2η 

 
ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ KΑΙ ΠΟΙΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ DΝΑ 

 
Θεωρητικό µέρος 
 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός του DNA βασίζεται στην φασµατοµετρική 
µέτρηση του σκούρου γαλάζιου προϊόντος (λmax=595nm) που σχηµατίζεται σε όξινο 
περιβάλλον κατά την αντίδραση της 2-δεοξυριβόζης, που ελευθερώνεται κατά την 
υδρόλυση των πουρινικών νουκλεοτιδίων του DNA, µε την διφαινυλαµίνη. Η 
συγκέντρωση του DNA υπολογίζεται µε την χρήση πρότυπης καµπύλης. 

Το DNA χαρακτηρίζεται από της µεταβολές διαφόρων φυσικών ιδιοτήτων 
του, όπως η ελάττωση του ιξώδους ή η αύξηση της απορρόφησης υπεριώδους 
ακτινοβολίας, που παρατηρείται όταν θερµαίνεται σε θερµοκρασία >70οC, ή 
υδρολύεται µε το ένζυµο DΝάση, ή µετουσιώνεται µε άλλα µέσα, π.χ. pH 2 ή 12. Οι 
αζωτούχες βάσεις του DNA απορροφούν στο υπεριώδες και η κάθε µία έχει το 
δικό της φάσµα απορρόφησης το οποίο εξαρτάται από το pH. Το άθροισµα των 
φασµάτων των βάσεων που βρίσκονται σε ένα νουκλεϊνικό οξύ έχει λmax στα 260nm 
και λόγο Α260/Α280 2:1. Γενικά δεχόµαστε ότι ένα ουδέτερο διάλυµα νουκλεϊνικού 
οξέος συγκέντρωσης 1mg / ml που δεν παρουσιάζει δευτεροταγή δοµή έχει Α260=20 
σε κυψελίδα πάχους 1cm. Οτιδήποτε αποδιατάσσει τη δευτεροταγή δοµή του DNA 
έχει σαν αποτέλεσµα την αύξηση της απορροφητικότητάς του στα 260nm 
(υπερχρωµικό φαινόµενο). Το φαινόµενο αυτό οφείλεται στη ρήξη των δεσµών 
υδρογόνου και στην απώλεια των αλληλεπιδράσεων µεταξύ διαδοχικών αζωτούχων 
βάσεων που σταθεροποιούν την διπλή έλικα. Το µέσο διάστηµα της σχετικής 
αύξησης στην Α260 που παρατηρείται π.χ. µε την αύξηση της θερµοκρασίας 
χαρακτηρίζεται ως σηµείο τήξεως (Τm) του DNA. Διάφορα DNA έχουν ένα 
χαρακτηριστικό Τm που εξαρτάται από την περιεκτικότητά τους σε ζεύγη βάσεων G-
C. Όταν ένα διάλυµα DNA που έχει µετουσιωθεί µε θέρµανση, αφεθεί να κρυώσει 
σιγά-σιγά η Α260 που εµφανίζει ελαττώνεται (υποχρωµικό φαινόµενο). Αυτό 
οφείλεται στην επανασύνδεση µονόκλωνων µορίων νουκλεϊνικών οξέων σε δίκλωνα 
(που επιτυγχάνεται µε την επαναφορά κατάλληλων συνθηκών θερµοκρασίας, pH, 
ιοντικής ισχύος κ.λ.π.) και η ταχύτητα µε την οποία συµβαίνει χρησιµοποιείται στην 
υβριδοποίηση για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης συµπληρωµατικών προς το 
µονόκλωνο µόριο αλληλουχιών βάσεων σε άλλα νουκλεϊνικά οξέα. 
 Έτσι, η απορρόφηση ενός διαλύµατος δίκλωνου DNA υπολογίζεται ως 
Α260= 20 όταν αυτό είναι σε συγκέντρωση 1mg/ml. 

 
Μια πολύ συχνή µέθοδος ποιοτικής (αλλά και ποσοτικής) ανάλυσης του DNA 

είναι η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης, όπου γραµµικά µόρια DNA κινούνται 
προς την άνοδο (λόγω των αρνητικών φορτίων των φωσφορικών οµάδων του µορίου) 
µε ταχύτητα αντιστρόφως ανάλογη προς το βάρος τους (ένα θραύσµα DNA µεγέθους 
100 ζευγών βάσεων (bp) θα κινηθεί ταχύτερα από ένα µεγέθους 500bp). 

Θραύσµατα διαφόρων µεγεθών µπορούν να διαχωριστούν ανάλογα µε το 
µέγεθος των “οπών” του πολυµερούς που εξαρτάται από το ποσοστό αγαρόζης: 
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Eύρος διαχωρισµού σε πηκτές διαφόρων περιεκτικοτήτων σε αγαρόζη 
 

Ποσό αγαρόζης στην πηκτή (%w/v) Aποτελεσµατικό εύρος διαχωρισµού 
γραµµικών µορίων DNA (kb*) 

0.3 
0.6 
0.7 
0.9 
1.2 
1.5 
2.0 

5-60 
1-20 

0.8-10 
0.5-7 
0.4-6 
0.2-3 
0.1-2 

*1kb =1.000bp 
 

Όταν ένα µόριο είναι κυκλικό (π.χ. πλασµίδιο) τότε εκτός από το βάρος του 
παίζει ρόλο και η διαµόρφωσή του. Κάτω από τυπικές συνθήκες (πλασµίδιο 3.000 – 
10.000bp – αγαρόζη 1%) η υπερελικωµένη µορφή κινείται ταχύτερα από την χαλαρή 
γιατί είναι πιο συµπιεσµένη και περνά πιο εύκολα µέσα από τα κενά του πολυµερούς. 
Σε υψηλότερα ποσοστά αγαρόζης (2%) συµβαίνει το αντίθετο γιατί τα κενά είναι 
πολύ µικρότερα και η χαλαρή µορφή ως πιο ευέλικτη µπορεί να κινηθεί ταχύτερα. 

Το DNA γίνεται ορατό µέσα στην πηκτή µε τη βοήθεια του Βρωµιούχου 
Αιθίδιου. Αυτή η ένωση εισχωρεί ανάµεσα της βάσεις του DNA (γι’αυτό και είναι 
καρκινογόνος) και φθορίζει όταν ακτινοβοληθεί µε υπεριώδες. Όταν το βρωµιούχο 
αιθίδιο βρίσκεται σε περίσσεια η ένταση του φθορισµού του θραύσµατος DNA είναι 
ανάλογη µε τον αριθµό των βάσεων του (δηλ. µε το βάρος του).  

Τα µεγέθη (σε bp) των ηλεκτροφορούµενων θραυσµάτων DNA υπολογίζονται 
µε τη βοήθεια µαρτύρων µοριακών βαρών που συν-ηλεκτροφορούνται µε τα 
δείγµατα και έχουν γνωστά µεγέθη. 
 
Πρακτικό µέρος 
 

1) ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΤΟΥ DNA 
 
α) Με την µέθοδο της διφαινυλαµίνης 
 
Αντιδραστήρια 
- 0,1Χ SSC (0,015Μ ΝαCl - 0,0015M κιτρικό νάτριο, pH 7,0). 
- Αντιδραστήριο διφαινυλαµίνης (2g διφαινυλαµίνης διαλύονται σε 200 ml οξικού 
οξέος και προστίθενται 5 ml πυκνού θεικού οξέος. Παρασκευάζεται πριν από τη 
χρήση. (ΠΡΟΣΟΧΗ! ΠΟΛΥ ΚΑΥΣΤΙΚΟ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ). 
- Διάλυµα DNA που παρασκευάσατε. 

Σε τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες (1=τυφλό, 2 και 3=δείγµατα) προσθέσατε τα 
κάτωθι:          
 

Αντιδραστήριο (ml) 
 

σωλ. 1 σωλ. 2 σωλ. 3 

0,1Χ SSC  1,0 0,5 _ 

Διάλυµα DNA _ 0,5 1,0 

Αντιδραστήριο διφαινυλαµίνης 3,0 3,0 3,0 
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Αναµείξτε καλά και τοποθετείστε τους σωλήνες σε βραστό νερό για 10 min. 
Ψύξετε σε θερµοκρασία δωµατίου, µεταφέρατε σε κυψελίδες φωτοµέτρου και 
µετρήστε την απορροφητικότητα στα 595nm. 

Από την πρότυπη καµπύλη Α595 / CDNA(µg/ml) που σας έχει δοθεί είναι δυνατόν 
να υπολογίσετε τη συγκέντρωση του διαλύµατός σας. Προσοχή! Οι τιµές που 
αντιστοιχούν στην απορρόφηση σε DNA αναφέρονται στο αρχικό διάλυµα DNA που 
µετράται και όχι στο κατεργασµένο µε το αντιδραστήριο της διφαινυλαµίνης.  
 

β) Φασµατοσκοπικά 
Αραιώστε 100µl από το διάλυµα DNA που παρασκευάσατε σε τελικό 

όγκο1ml 0,1X SSC (100µl DNA+900µl Η2Ο) και µετρήστε την απορρόφηση του 
αραιωµένου δείγµατος στα 260 και 280nm στο φασµατοφωτόµετρο υπεριώδους που 
βρίσκεται στο ερευνητικό εργαστήριο, χρησιµοποιώντας το διάλυµα 0,1Χ SSC ως 
τυφλό. Από τις τιµές που θα πάρετε και δεδοµένων των στοιχείων που αναφέρονται 
στην εισαγωγή µπορείτε να υπολογίσετε τη συγκέντρωση του διαλύµατός σας. 
 

2) ΥΠΟΒΡΥΧΙΑ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ DNA ΣΕ ΠΗΚΤΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 
 
Κατασκευή της πηκτής 
 
Θα κατασκευαστεί πηκτή αγαρόζης 1% σε ρυθµιστικό διάλυµα 1ΧΤΑΕ (40mΜ 

Tris – οξικό pH 7.7, 1mM EDTA). Μία τυπική συσκευή ηλεκτροφόρησης για πηκτές 
αγαρόζης περιλαµβάνει οριζόντια τράπεζα µεταξύ δύο δεξαµενών για το ρυθµιστικό 
διάλυµα µε ηλεκτρόδια από πλατίνα, και «χτενάκια» που χρησιµεύουν για την 
δηµιουργία των εγκοπών όπου θα τοποθετηθούν τα δείγµατα. 

 
H αγαρόζη ζυγίζεται και τοποθετείται στον κατάλληλο όγκο ρυθµιστικού 

διαλύµατος. Το µίγµα θερµαίνεται σε φούρνο µικροκυµάτων ή θερµαντική πλάκα 
µέχρι πλήρους τήξης της αγαρόζης, και αφού προστεθεί το βρωµιούχο αιθίδιο 
(0.5µg/ml), αποχύεται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης. Όταν η πηκτή ψυχθεί και 
στερεοποιηθεί, σκεπάζεται µε ρυθµιστικό διάλυµα (~5mm). 

 
Προπαρασκευασία των δειγµάτων DNA 
 
Το DΝΑ που θα ηλεκτροφορηθεί, αναµιγνύεται µε µια χρωστική που περιέχει 

κυανούν της βρωµοφαινόλης και κυανόλη του ξυλενίου προκειµένου η 
ηλεκτροφόρηση να παρακολουθείται στο ορατό φώς, καθώς και 30% γλυκερόλη 
προκειµένου το δείγµα να βυθίζεται στον πυθµένα της εγκοπής της πηκτής. Αραιώστε 
την κατάλληλη ποσότητα του DNA µόσχου που παρασκευάσατε (λεπτοµέρειες θα σας 
δοθούν στο εργαστήριο) σε όγκο 25µl και προσθέστε 5 µl χρωστικής.  

 
Ηλεκτροφόρηση 
 
Τοποθετείστε τα δείγµατα που ετοιµάσατε καθώς και αυτά που θα σας δοθούν 

από τους διδάσκοντες στις εγκοπές της πηκτής κάτω από το ρυθµιστικό διάλυµα και 
ηλεκτροφορείστε στα 100 Volt για τουλάχιστον 1 ώρα. Μετά το πέρας της 
ηλεκτροφόρησης εκθέστε την πηκτή σε υπεριώδη ακτινοβολία χρησιµοποιώντας την 
λάµπα υπεριώδους και φωτογραφείστε την προκειµένου να αποτυπώσετε τα 
αποτελέσµατά σας. 
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ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΑΣΚΗΣΕΩΝ 1 ΚΑΙ 2 

 
1. Προσδιορισµός της Συγκέντρωσης του DNA 

 
α)  Μέθοδος Διφαινυλαµίνης 
i) Πρότυπη καµπύλη DNA που δόθηκε. 
 
 
 
 
 

 
  

µg DNA/ml 
 

A595 
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Υπολογισµός ποσότητας DNA που παρασκευάσατε.  

 
Αριθµός 
Σωλήνα 

Περιεχόµενο 
(mL διαλύµατος 

DNA στην 
αντίδραση 

διφαινυλαµίνης) 

 
Α595 

Συγκέντρωση 
DNA στο 

αρχικό διάλυµα 
(µg/ml) 

Συνολική 
ποσότητα DNA  

που 
παρασκευάστηκε 

(µg) 
2 
 

    

3 
 

    

                                                                                                                                           
 

 
Εξηγείστε τους υπολογισµούς σας. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
β)  Φασµατοσκοπικά 
Αραίωση διαλύµατος DNA που παρασκευάσατε: 100µl DNA σε 1ml H2O 

(1:10) 
 
Α260 Α280 A260/A280 Συγκέντρωση 

DNA στο 
αραιωµένο 
διάλυµα 
(µg/ml) 

Συγκέντρωση 
DNA στο 
αρχικό 
διάλυµα 
(µg/ml) 

Συνολική 
ποσότητα 
DNA που 
παρασκευ
άστηκε 

 
 

     

  
Εξηγείστε τους υπολογισµούς σας.  
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Σχολιάστε τις τιµές συγκέντρωσης του DNA που λάβατε µε τις δυο µεθόδους 
(διαφαινυλαµίνης και φασµατοσκοπική) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.  Αποτελέσµατα της ηλεκτροφόρησης DNA 
 
Κολλήστε εδώ την εικόνα της ηλεκτροφόρησής σας 
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Από τη σχέση απορρόφησης του DΝΑ σας Α260/Α280 και την εµφάνισή του στην 
ηλεκτροφόρηση σχολιάστε την ποιότητά του. 
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ΑΣΚΗΣΗ 3η  

 

ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΠΛΑΣΜΑΤΟΣ: ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ 
 
Σκοπός της σηµερινής άσκησης είναι:  
1) να διαχωρίσουµε τις πρωτεΐνες δειγµάτων ορού αίµατος σε λευκωµατίνες και 
σφαιρίνες µε την µέθοδο της εξαλατώσεως  
2) να προσδιορίσουµε την συγκέντρωση του κάθε κλάσµατος καθώς και των ολικών 
πρωτεϊνών µε την µέθοδο της διουρίας. 
 

Πρακτικό Μέρος 
 
Υλικά / οµάδα: 
1 Επιτραπέζια φυγόκεντρος µε 2 κωνικούς σωλήνες φυγοκέντρου 
1 Φωτόµετρο µε 10 κυψελίδες και 10 δοκιµαστικούς σωλήνες 
1 Στατώ µε 2 πλαστικούς σωλήνες αιµολύσεως, Μικροπιπέτα + πλαστικές µύτες    
Πλαστικά γάντια, 2 Σιφώνια των 5ml, 2 Σιφώνια των 2ml , 3  Σιφώνια των 1ml  και 
Pi-pumps για µικρά και µεγάλα σιφώνια   
30ml 24% Να2SO4   
30ml 0,9% NαCl   
30ml αντιδραστήριο διουρίας (8g NαOH, 15g τρυγικό καλιο-νάτριο, 5g CuSO4, 5g KI 
και Η2Ο έως 1L). 
15ml αντιδραστήριο BCG (πράσινο της βρωµοκρεζόλης) 
2 Οροί αίµατος 
 

Για όλη την τάξη : 
Διαιθυλαιθέρας 
Αναδευτήρας (Vortex) 

 

1) ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΤΟΥ ΟΡΟΥ 
ΣΕ ΛΕΥΚΩΜΑΤΙΝΕΣ ΚΑΙ ΣΦΑΙΡΙΝΕΣ 

 

Μέθοδος 
 

Θα χρησιµοποιήσουµε την µέθοδο της εξαλατώσεως που βασίζεται στη 
διαφορά στην διαλυτότητα των λευκωµατινών και σφαιρινών σε διάλυµα 24% 
Να2SO4. Σ' αυτήν την συγκέντρωση του άλατος οι σφαιρίνες καθιζάνουν ενώ οι 
λευκωµατίνες παραµένουν στο υδατικό διάλυµα. Για την επιτυχή διεξαγωγή του 
πειράµατος είναι απαραίτητο το διάλυµα του θεϊκού νατρίου να είναι θερµό και να 
γίνει καλά η ανάµειξη των αντιδραστηρίων. 

 
Θα σας δοθούν 2 οροί. Για κάθε ορό που θα εξετάσουµε προσθέτουµε σε 

σωλήνα φυγοκέντρου τα αντιδραστήρια µε την εξής σειρά: 
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1) 5ml 24% Nα2SO4       
2) 0,25ml ορός αίµατος   

Ανακινούµε πολύ καλά και µετά προσθέτουµε: 
3) 2ml διαιθυλαιθέρα 
 

Αναδεύουµε πάλι πολύ καλά και φυγοκεντρούµε σε 2500 rpm (στροφές ανά λεπτό) για 10 
min. Η λευκή στoιβάδα που εµφανίζεται στο τέλος της φυγοκέντρησης ανάµεσα στις δύο 
φάσεις (την υδατική και του αιθέρα) οφείλεται στις σφαιρίνες που έχουν καθιζάνει. 
Φυλάγουµε τον σωλήνα για να µεταχειριστούµε την υδατική στoιβάδα (την στοιβάδα 
υποκείµενη των σφαιρινών) για τον ποσοτικό προσδιορισµό των λευκωµατινών, όπως 
εξηγείται στο 2(β)i. 
 

2) ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΤΟΥ ΟΡΟΥ 
 

Μέθοδος 
 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών θα γίνει µε τη µέθοδο της 
διουρίας (Biuret). Η µέθοδος βασίζεται στο ότι σε αλκαλικό περιβάλλον η διουρία 
αντιδρά µε ιόντα Cu2+ δίνοντας έγχρωµα παράγωγα. Οι ενώσεις που περιέχουν 
τουλάχιστον δύο πεπτιδικούς δεσµούς (π.χ. πεπτίδια, πρωτεΐνες) δίνουν θετική την 
αντίδραση σχηµατίζοντας κυανοϊώδη έγχρωµα παράγωγα. 
 

 
 
α) Προσδιορισµός ολικών πρωτεϊνών του ορού 

 
Για τον προσδιορισµό των ολικών πρωτεϊνών χρειάζεται να προηγηθεί 

αραίωση του ορού. Για κάθε δείγµα ορού που θα εξετάσουµε βάζουµε σε ένα 
δοκιµαστικό σωλήνα:        

5ml 0,9% NαCl 
                                         (αραιωµένος ορός) 
0,25ml ορός αίµατος  

Κατόπιν τοποθετούµε σε 3 δοκιµαστικούς σωλήνες: 
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Αντιδραστήριο σωλ. 1 σωλ. 2 σωλ. 3 

 (Τυφλό) (δείγµα 1) (δείγµα 2) 

0,9% NaCl (ml) 2 - - 

Αραιωµένος ορός (ml) - 2 2 

Αντιδραστήριο διουρίας 
(ml) 

2 2 2 

 
Ανακινούµε το περιεχόµενο των σωλήνων και αφήνουµε σε ηρεµία για 30 

min.  Μεταφέρουµε σε κυψελίδες και φωτοµετρούµε στα 540nm (λmax) έναντι του 
τυφλού. Υπολογίζουµε την συγκέντρωση των ολικών πρωτεϊνών, σε g/100ml ορού, 
από την πρότυπη καµπύλη που µας δίνεται. (Σηµείωση: Λάβετε υπόψη την αραίωση 
του ορού). Για την κατασκευή της πρότυπης καµπύλης χρησιµοποιήθηκε 
λευκωµατίνη βοός (1, 2, 6, 10, 15 και 20mg / 2ml δείγµατος / 4ml περιεχόµενου 
σωλήνα). 
 
β) Προσδιορισµός λευκωµατινών ορού 
 
(i) Με τη µέθοδο της διουρίας 
 

Για να λάβουµε τις λευκωµατίνες που περιέχονται στην υποκείµενη στoιβάδα 
που λάβαµε κατά τον διαχωρισµό των πρωτεϊνών του ορού, κρατάµε κάθε έναν από 
τους δύο σωλήνες φυγοκέντρησης σε γωνία 15ο ώστε να αποµακρυνθεί η στoιβάδα 
των σφαιρινών από το τοίχωµα του σωλήνα. Βάζουµε την πιπέτα παράλληλα µε το 
τοίχωµα του σωλήνα στον πυθµένα και αφαιρούµε προσεκτικά 2ml. Σκουπίζουµε 
καλά τα εξωτερικά τοιχώµατα της πιπέτας όταν την βγάζουµε από τον σωλήνα, 
τοποθετούµε τα 2ml κάθε δείγµατος σε έναν καθαρό δοκιµαστικό σωλήνα αντίστοιχα 
και προσθέτουµε 2ml αντιδραστήριο διουρίας. (Για το Τυφλό χρησιµοποιούµε 2ml 
24% Nα2SO4 στο οποίο προσθέτουµε και 2ml αντιδραστήριο διουρίας). Aνακινούµε 
το περιεχόµενο των σωλήνων και αφήνουµε σε ηρεµία 30 min. Φωτοµετρούµε στα 
540nm έναντι του τυφλού και υπολογίζουµε την συγκέντρωση των λευκωµατινών 
(g/dL) από την πρότυπη καµπύλη. 

 
 

Αντιδραστήριο σωλ. 1 σωλ. 2 σωλ. 3 

 (Τυφλό) (Δείγµα 1) (Δείγµα 2) 

NaSΟ4 24% (ml) 2  - - 

Υποκείµενη 
Στοιβάδα (ml) 

- 

 

2  

 

2  

 

Αντιδρ. Διουρίας 
(ml) 

2  2  2  
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(ii) Με τη µέθοδο BCG 
 
Η λευκωµατίνη προσδιορίζεται συχνά εργαστηριακά κατευθείαν στον ορό µε την 
µέθοδο BCG (πράσινο της βρωµοκρεσόλης) όπου, σε ελαφρά όξινο περιβάλλον, η 
λευκωµατίνη δηµιουργεί σύµπλοκο µε τον δείκτη, του οποίου το χρώµα αλλάζει 
από «κίτρινο-πράσινο» σε «πράσινο-µπλέ» (ενώ οι σφαιρίνες δεν αντιδρούν). Για 
να επαναλάβετε τον προσδιορισµό της λευκωµατίνης στα δύο δείγµατα ορού που 
σας δόθηκαν τοποθετείστε σε 4 απολύτως καθαρούς δοκιµαστικούς σωλήνες τα 
εξής: 

 

Αντιδραστήριο σωλ. 1 σωλ. 2 σωλ. 3 Σωλ. 4 

 (Τυφλό) (Πρότυπο) (δείγµα 1) (Δείγµα 2) 

Πρότυπο λευκωµατίνης 
5g/dL (ml) 

_ 0,02 _ _ 

Ορός (µη αραιωµένος) 
(ml) 

_ _ 0,02 0,02 

Αντιδραστήριο BCG (ml) 3,0 3,0 3,0 3,0 
 

Aνακινείστε το περιεχόµενο των σωλήνων και επωάστε σε θερµοκρασία δωµατίου 
1 λεπτό. (Το χρώµα παραµένει σταθερό για 5 λεπτά). Φωτοµετρήστε στα 640 nm 
έναντι του τυφλού. 

Η συγκέντρωση της λευκωµατίνης στον ορό υπολογίζεται από τον τύπο: 

                                               A δείγµα             
                           C = 5 x                                (g/dL)                      
                                              Α πρότυπο     

H αντίδραση είναι γραµµική µέχρι 7g/dL. Για µεγαλύτερες συγκεντρώσεις 
αραιώστε τον ορό  1:1 µε 0.9% NaCl και επαναλάβετε τον προσδιορισµό.     
 
γ) Προσδιορισµός σφαιρινών ορού 

 
Το ποσό των σφαιρινών σε κάθε δείγµα ορού υπολογίζεται έµµεσα µε 

αφαίρεση του ποσού των λευκωµατινών από το ποσό των ολικών πρωτεϊνών.     
 

Σφαιρίνες (g/dL) = Ολικές πρωτείνες (g/dL) - Λευκωµατίνες (g/dL)     
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ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΑΣΚΗΣΗΣ 3 

 
1) Διαχωρισµός των πρωτεϊνών του ορού σε λευκωµατίνες και σφαιρίνες 

 
Σωλήνας πριν τη    Μέθοδος   Σωλήνας µετά  
φυγοκέντρηση        τη φυγοκέντρηση 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Δείξτε σχηµατικά το περιεχόµενο του σωλήνα, πως το επεξεργαστήκατε και το 

διαχωρισµό που λάβατε µετά τη φυγοκέντρηση. Σχολιάστε τυχόν προβλήµατα που 
παρουσιάστηκαν. 
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2) Ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών του ορού µε τη µέθοδο της 
Διουρίας 

 
i) Πρότυπη καµπύλη Λευκωµατίνης 
 

Πίνακας τιµών που σας δόθηκε 
 
Σωλήνες 

Αριθµός Περιεχόµενο Α540 
 mg Λευκωµατίνης  
1 1  
2 2  
3 6  
4 10  
5 15  
6 20  
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Eπισυνάψτε το διάγραµµα που κατασκευάσατε. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Α540 

mg Λευκωµατίνης 
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ii) Πίνακας αποτελεσµάτων ολικής πρωτεΐνης και λευκωµατίνης ορού που 

λάβατε 
 

Σωλήνες 

Περιεχόµενο   
Αριθµός         Δείγµα (2ml)         +             Διουρία (2ml) Α540 mg 

Πρωτεΐνης 
    1                Tυφλό   
    2               Ορός α (αραίωση 1:     )   
    3                Ορός β (αραίωση 1:     )   
    4                Τυφλό    
    5                Λευκωµατίνες α (αραίωση 1:    )   
    6                Λευκωµατίνες β (αραίωση 1:    )   
 

Tην ποσότητα ολικών πρωτεϊνών και λευκωµατινών ορού που περιέχονται σε κάθε 
σωλήνα την υπολογίζουµε από την πρότυπη καµπύλη. 
Λαµβάνοντας υπόψη την αραίωση των δειγµάτων και ότι χρησιµοποιήσατε 2 ml 

δείγµατος υπολογίστε τη συγκέντρωση  
 

iii) Συγκέντρωση Πρωτεϊνών Ορού 
 

             Δείγµα   mg/ml    g/100ml 
Ολικές Πρωτεϊνες   α 
          β 
               
Λευκωµατίνες    α 
    β 
   
Σφαιρίνες   α 
     β 
    
Σχολιάστε τα αποτελέσµατά σας. 
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iv) Προσδιορισµός  Λευκωµατινών ορού µε τη µέθοδο BCG 
 

Σωλήνες 

Περιεχόµενο 

Αριθµός Δείγµα (20µl)       +          Αντιδραστήριο BCG (3.0 ml) A640 g/dL 

1 
Πρότυπο Λευκωµατίνης 

  

2 
Ορός α (µη αραιωµένος) 

  

3 
Ορός β (µη αραιωµένος ) 

  
 

Σχολιάστε το πείραµα και τα αποτελέσµατα που πήρατε.  

Διαφέρουν οι τιµές λευκωµατικών που βρήκατε  από τις δύο µεθόδους διουρίας και 
BCG; 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 38 

ΑΣΚΗΣΗ 4η 
 

 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΧΟΛΕΡΥΘΡΙΝΗΣ ΟΡΟΥ 
 
Εισαγωγή 
 

Η χολερυθρίνη είναι το τελικό προϊόν του καταβολισµού της αίµης, µετά την 
αποβολή του σιδήρου και την σχάση του πρωτοπορφυρινικού δακτυλίου. Περίπου 
80% της χολερυθρίνης που σχηµατίζεται κάθε ηµέρα (400-500µmol, 240-300mg) 
προκύπτει από την καταστροφή των ερυθρών αιµοσφαιρίων στα κύτταρα του 
ενδοθηλιακού συστήµατος (από 1g αιµοσφαιρίνης παράγονται περίπου 35mg 
χολερυθρίνης). Η χολερυθρίνη µεταβολίζεται στο ήπαρ αλλά επειδή είναι 
λιποδιαλυτή (υδρόφοβη) ένωση για να µεταφερθεί στο πλάσµα συνδέεται µε την 
λευκωµατίνη. Η µορφή αυτή της χολερυθρίνης ονοµάζεται προηπατική ή ελεύθερη 
(ασύζευκτη) ή έµµεση χολερυθρίνη (επειδή δίνει έµµεσα την αντίδραση 
προσδιορισµού). Στο ήπαρ η χολερυθρίνη αποχωρίζεται από την λευκωµατίνη και 
γίνεται υδατοδιαλυτή (υδρόφιλη) µε την δράση του ενζύµου χολερυθρινο-UDP-
γλυκουρονυλο-τρανσφεράση, το οποίο την µετατρέπει σε προϊόντα συζευγµένα µε 
υδατάνθρακες (µονο- και διγλυκουρονίδια της χολερυθρίνης). Η µορφή αυτή της 
χολερυθρίνης ονοµάζεται µεταηπατική ή συζευγµένη ή άµεση χολερυθρίνη (επειδή 
δίνει άµεσα την αντίδραση προσδιορισµού). Οι γλυκουρονικοί εστέρες της 
χολερυθρίνης απεκκρίνονται στη χολή και από κει στο έντερο, όπου µεταβολίζονται 
από βακτηριακά ένζυµα σε µια ποικιλία προϊόντων (ουροχολινογόνο, 
κοπροχολινογόνο κ.α.) στην οξειδωµένη µορφή των οποίων οφείλεται το χρώµα των 
κοπράνων. Ένα πολύ µικρό ποσό ουροχολινογόνου επιστρέφει στην γενική 
κυκλοφορία και αποβάλλεται µε τα ούρα. 

Η χολερυθρίνη προσδιορίζεται στον ορό του αίµατος µε το 
διαζωταντιδραστήριο του Ehrlich και βρίσκεται κυρίως στην ασύζευκτη ή έµµεση 
µορφή της. Πρακτικά προσδιορίζoνται η ολική και η άµεση χολερυθρίνη και η 
συγκέντρωση της έµµεσης προκύπτει υπολογιστικά: 

 
ΟΛΙΚΗ ΧΟΛΕΡΥΘΡΙΝΗ = ΑΜΕΣΗ + ΕΜΜΕΣΗ ΧΟΛΕΡΥΘΡΙΝΗ 
 
Η µέτρηση της χολερυθρίνης είναι χρήσιµη στην ανακάλυψη αιµολυτικής 

αναιµίας και στην διάγνωση ηπατικών παθήσεων. Αύξηση της έµµεσης 
χολερυθρίνης παρατηρείται όταν υπάρχει υπερβολική καταστροφή ερυθροκυττάρων 
(π.χ. οξεία αιµόλυση), αύξηση της άµεσης χολερυθρίνης όταν εµποδίζεται η 
αποχέτευσή της από το ήπαρ στο έντερο (π.χ. χολόσταση) και αύξηση και των δύο 
µορφών χολερυθρίνης όταν υπάρχει ηπατοκυτταρική βλάβη, οπότε ελαττώνεται η 
ικανότητα του ήπατος να συνδέει την χολερυθρίνη και να απεκκρίνει την συνδεµένη 
χολερυθρίνη στην χολή. Ίκτερος, δηλαδή κίτρινη χρώση του δέρµατος και του 
σκληρού χιτώνα του οφθαλµού που οφείλεται στη εναπόθεση χολερυθρίνης στους 
ιστούς,  παρατηρείται κατά την υπερχολερυθραιµία και όταν η συγκέντρωση 
χολερυθρίνης στον ορό ξεπερνά τα 3 mg/dl (50 µmol/l). Ανάλογα µε τις αιτίες που 
αναφέρθηκαν παραπάνω ο ίκτερος χαρακτηρίζεται σαν αιµολυτικός, αποφρακτικός 
(χολοστατικός) ή ηπατοκυτταρικός, αντίστοιχα. 

Τα νεογνά έχουν αυξηµένα επίπεδα ασύζευκτης χολερυθρίνης στον ορό λόγω 
της αιµόλυσης µεγάλου αριθµού ερυθροκυττάρων τις πρώτες µέρες ζωής αλλά και 
λόγω «ανωριµότητας» του ήπατος, δηλαδή µη πλήρους ανάπτυξης ακόµα της 
ικανότητάς του για σύζευξη – απέκκριση χολερυθρίνης. Ως αποτέλεσµα περίπου 50% 
των νεογνών εµφανίζουν ένα «φυσιολογικό» ίκτερο τις πρώτες 5 µέρες της ζωής τους 
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που ονοµάζεται νεογνικός ίκτερος. Συνήθως η χολερυθριναιµία κορυφώνεται την 5η 
ηµέρα, κυµαίνεται γύρω από τα επίπεδα των 5-6 mg/dl και εξαφανίζεται αυτόµατα 
10-14 ηµέρες µετά τη γέννηση. Είναι δυνατόν, ειδικά αν υπάρχουν επιπλέον λόγοι για 
αυξηµένη αιµόλυση (λόγω έκθεσης σε φάρµακα ή κάποιων συγγενών ανωµαλιών) 
µερικά νεογνά να εµφανίσουν ιδιαίτερα ψηλή χολερυθριναιµία που ξεπερνά τα 20 
mg/dl. Το επίπεδο αυτό θεωρείται ως το υψηλότερο όριο ασφάλειας πάνω από το 
οποίο ο κίνδυνος πρόκλησης «πυρηνικού ίκτερου» (kern-icterus) και εποµένως 
εγκεφαλοπάθειας από χολερυθρίνη είναι µεγάλος. Αυτό γιατί στα επίπεδα αυτά της 
χολερυθρίνης η δεσµευτική ικανότητα της λευκωµατίνης για την ουσία αυτή 
ξεπερνιέται µε αποτέλεσµα η «ελεύθερη» ασύζευκτη χολερυθρίνη που είναι 
υδρόφοβη ουσία να περνά µέσα στα κύτταρα του εγκεφάλου και να προκαλεί στα 
µιτοχόνδρια αποσύζευξη µεταφοράς ηλεκτρονίων – οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. 
Ελάττωση της χολερυθριναιµίας µπορεί να επιτευχθεί µε φωτοθεραπεία, δηλαδή µε 
έκθεση του νεογνού σε κυανό φως (το οποίο προκαλεί τη διάσπαση της χολερυθρίνης 
σε πολικές υδατοδιαλυτές ενώσεις που γρήγορα αποβάλλονται) ή µε αφαιµαξο-
µετάγγιση. 

 
Χρωµατοµετρικός προσδιορισµός χολερυθρίνης 

(µέθοδος JENDRASSIK και GROF) 
 
Αρχή: Η χολερυθρίνη αντιδρά µε διάζωβενζοσουλφονικό οξύ µε την 

δηµιουργία κόκκινου αζωχρώµατος (αζωχολερυθρίνης). Η άµεση (συζευγµένη, 
µεταηπατική) χολερυθρίνη, που είναι ευδιάλυτη, δίνει την αντίδραση χωρίς 
προσθήκη άλλου αντιδραστηρίου. Αντίθετα, ο προσδιορισµός της έµµεσης 
(προηπατική, ελεύθερη), που είναι αδιάλυτη στο νερό, απαιτεί την προσθήκη του 
αντιδραστηρίου καφεΐνης-βενζοϊκού οξέος το οποίο επιταχύνει την αντίδραση. 
Συγκεκριµένα λαµβάνουν χώρα οι εξής αντιδράσεις: 
Βενζοσουλφονικό οξύ + Νιτρώδες Νάτριο  à  Διάζωβενζοσουλφονικό οξύ (DSA) 
Χολερυθρίνη + DSA  à   ΑΜΕΣΗ αζωχολερυθρίνη 
Χολερυθρίνη + DSA + Επιταχυντής à   ΟΛΙΚΗ αζωχολερυθρίνη 
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Υλικά: 

 
Δείγµα ορού (δεν πρέπει να έχει γίνει αιµόλυση) 
6 δοκιµαστικοί σωλήνες 
6 πλαστικές κυψελίδες φωτοµέτρου  
Αντιδραστήριο 1 (Για προσδιορισµό ΟΛΙΚΗΣ: σουλφονικό οξύ, HCl, 
καφεΐνη, βενζοϊκό οξύ) 
Αντιδραστήριο 2 (Για προσδιορισµό ΟΛΙΚΗΣ: Νιτρώδες Νάτριο)   
Αντιδραστήριο 3 (Για προσδιορισµό ΑΜΕΣΗΣ: Διάζωβενζοσουλφονικό οξύ, 

HCl) 
Αντιδραστήριο 4 (Για προσδιορισµό ΑΜΕΣΗΣ: Νιτρώδες Νάτριο)   

 
Τεχνική: Προσθέσετε σε δοκιµαστικούς σωλήνες 
 

Ολική Χολερυθρίνη (ΟΧ) 
 

Αντιδραστήρια (ml) Τυφλό Δείγµα 1 Δείγµα 2 

Αντιδραστήριο 1 1 1 1 

Αντιδραστήριο 2 _ 0,04 0,04 

Αναδεύσατε καλά και επωάστε για 5 λεπτά 

Δείγµα ορού 0,1 0,1 0,1 

Αναδεύσατε καλά και επωάστε για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Μεταφέρετε το περιεχόµενο των σωλήνων  στις κυψελίδες και µετρήστε την 

απορρόφηση στα 546 nm έναντι του τυφλού (ΑΟΧ). 
 
Υπολογισµός: ΑΟΧ  Χ  13  =  mg/dl  Ολικής χολερυθρίνης 
 

 
Άµεση Χολερυθρίνη (ΑΧ) 

 
Αντιδραστήριο (ml) 

Τυφλό Δείγµα 1 Δείγµα 2 
Αντιδραστήριο 3 1 1 1 

Αντιδραστήριο 4 _ 0,04 0,04 

Αναδεύσατε καλά και προσθέστε το δείγµα 

Δείγµα ορού 0,1 0,1 0,1 

Αναδεύσατε καλά και επωάστε για 5 λεπτά ακριβώς σε θερµοκρασία 
δωµατίου. Μεταφέρετε το περιεχόµενο των σωλήνων  στις κυψελίδες και 

µετρήστε την απορρόφηση στα 546 nm έναντι του τυφλού (ΑΑΧ). 
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Υπολογισµός: ΑΑΧ  Χ  13  =  mg/dl  Άµεσης χολερυθρίνης 
 
 
Έµµεση χολερυθρίνη  = Ολική χολερυθρίνη - Άµεση χολερυθρίνη 
 

Φυσιολογικές τιµές σε ενήλικες: 
 
Ολική χολερυθρίνη:    0,1 – 1,1 mg/dl  
 
Άµεση χολερυθρίνη:   0 - 0,25 mg/dl  
 

Σηµείωση: Η φυσιολογική τιµή ολικής χολερυθρίνης στα νεογνά και βρέφη 
έως 5 ηµερών µπορεί να φθάσει από 5 έως 12 mg/dl, αντίστοιχα 
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ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΑΣΚΗΣΗΣ 4 
 
 
Προσδιορισµός Χολερυθρίνης Ορού 
 
α) Πίνακας αποτελεσµάτων 
 

Δείγµα ορού 
 

Ολική Χολερυθρίνη 
(Α 546) 

Άµεση Χολερυθρίνη 
(Α 546) 

1 
 

  

2 
 

  

 
β) Υπολογίστε την συγκέντρωση χολερυθρίνης σε mg/dl του δείγµατος σύµφωνα 
µε τους παράγοντες που δίνονται: 
 
Δείγµα 
ορού 

Ολική Χολερυθρίνη 
ΑΟΧ Χ 13 mg/dl 

Άµεση Χολερυθρίνη 
ΑAΧ Χ 13 mg/dl 

Έµµεση Χολερυθρίνη 
ΟΧ – ΑΧ   mg/dl 

1 
 

   

2 
 

   

 
γ) Σχολιάστε τα αποτελέσµατά σας. 
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ΑΣΚΗΣΗ 5η 

 
ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΡΑΝΣΑΜΙΝΑΣΩΝ - ΟΥΡΙΑΣ 

ΣΤΟΝ ΟΡΟ ΑΙΜΑΤΟΣ 
 

Θεωρητικό µέρος 
 
Τρανσαµινάσες 
 

Οι τρανσαµινάσες (ή αµινοτρανσφεράσες ή αµινοµεταφοράσες) είναι µία 
κατηγορία ενζύµων που καταλύουν την µεταφορά µιας αµινοµάδας από ένα α-
αµινοξύ σε ένα α-κετoξύ, παράγοντας το αντίστοιχο α-κετοξύ και α-αµινοξύ κατά την 
αντίδραση:       

 
         R1                      R2                                R1                     R2 
          |                         |                                   |                        |           
  H -  C  - NH2        +    C  =  O                        C = O   +   H - C - NH2 

               |                         |                                   |                        |   
         COOH              COOH                         COOH              COOH  
 

Είναι γνωστός ένας µεγάλος αριθµός τρανσαµινασών. Όλες χρησιµοποιούν 
σαν συνένζυµο την φωσφορική πυριδοξάλη (βιταµίνη Β6) και οι περισσότερες 
χρησιµοποιούν το α-κετογλουταρικό ως δέκτη των αµινοµάδων. Δύο ένζυµα 
παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον από την σκοπιά της κλινικής χηµείας: Η 
ασπαρτική αµινοτρανσφεράση (αµινοµεταφοράση) ή γλουταµινική-οξαλοξική 
τρανσαµινάση (GOT ή AST) και η αµινοτρανσφεράση (αµινοµεταφοράση) της 
αλανίνης ή γλουταµινική-πυροσταφυλική τρανσαµινάση (GPT ή ALT). Τα ένζυµα 
αυτά βρίσκονται σε όλους τους ιστούς αλλά σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις στο 
ήπαρ, καρδιακούς και σκελετικούς µύς και νεφρούς. Όταν ένας ιστός υποστεί βλάβη 
η νέκρωση των κυττάρων επιτρέπει την είσοδο των τρανσαµινασών αυτών στο αίµα 
κι έτσι η συγκέντρωσή τους στον ορό αυξάνεται πάνω από τα φυσιολογικά επίπεδα 
(3-20 IU/L). Σύγκριση της αύξησης SGOT/SGPT (S: Serum) είναι ενδεικτική του 
οργάνου που υπέστη βλάβη.  
 

Η GOT καταλύει την αντίδραση: 
 
                           COOH                                         COOH     COOH 
                            |                                                    |               |     
COOH               CH2                                              CH2          CH2 
|                           |                           GOT                 |               | 
CH2         +         CH2                                              C=O   +   CH2 
|                           |                                                    |                |                        
CHNH2               C=O                                            COOH     CHNH2 
|                           |                                                                    |   
COOH                COOH                                                         COOH  
 
L-ασπαρτικό      α-κετογλουταρικό                   οξαλοξικό     L-γλουταµινικό 
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Η ενεργότητα του ενζύµου αυτού στον ορό αυξάνεται σε ηπατικές παθήσεις (οξεία 
ηπατίτιδα, κίρρωση, καρκίνωµα, αποφρακτικός ίκτερος), καρδιακές παθήσεις 
(έµφραγµα του µυοκαρδίου, αρρυθµία, περικαρδίτιδα) και σε άλλες περιπτώσεις 
(νεφρική ή πνευµονική εµβολή, µυϊκή δυστροφία κλπ). Χαρακτηριστική είναι η 
αύξηση της συγκέντρωσης της GOT στον ορό 24-48 ώρες µετά από έµφραγµα, 
καθώς και η αύξηση της GOT και της GPT στην οξεία ηπατίτιδα.  

 
Η GPT καταλύει την αντίδραση: 

 
CH3                      COOH                                     CH3          COOH 
|                            |                        GPT                 |               | 
CHNH2      +        C=O                                         C=O   +   CHNH2 
|                            |                                                 |               | 
COOH                 CH2                                           COOH    CH2  
                             |                                                                 | 
                            CH2                                                           CH2 
                             |                                                                 | 
                            COOH                                                      COOH   
 
L-αλανίνη      α-κετογλουταρικό                     πυροσταφυλικό    L-γλουταµινικό 
 

Η ενεργότητα του ενζύµου αυτού στο ορό αυξάνει κυρίως σε ηπατοχολικές 
παθήσεις. 
 

Ουρία 
 

Η ουρία είναι το τελικό προϊόν του µεταβολισµού του αζώτου στον άνθρωπο 
και στους άλλους ουριοτελικούς οργανισµούς. Η ουρία συντίθεται στο ήπαρ σε ένα 
κυκλικό δρόµο (κύκλος ουρίας) όπου δύο αµινοµάδες, που προέρχονται από αµινοξέα 
(µε την µορφή αµµωνίας και ασπαρτικού), ενώνονται µε ένα µόριο CO2 και εξέρχεται 
ένα µόριο ουρίας. Έτσι η αµµωνία, µια τοξική ένωση που παράγεται κατά τον 
καταβολισµό αζωτούχων ενώσεων, µετατρέπεται σε µία µη τοξική, υδατοδιαλυτή 
ένωση που µεταφέρεται µε την κυκλοφορία από το ήπαρ στους νεφρούς και 
αποβάλλεται µε τα ούρα. 

Η συγκέντρωση της ουρίας στον ορό του αίµατος είναι φυσιολογικά 15-
40mg/dl, αλλά αυξάνεται σε διάφορες προνεφρικές (καρδιακή ανεπάρκεια, shock), 
νεφρικές, ή µετανεφρικές παθήσεις (απόφραξη ουρητήρων). Όταν υπάρχει βαριά 
βλάβη των ηπατοκυττάρων τότε παρατηρείται ελάττωση της ουρίας στον ορό του 
αίµατος. Εποµένως τα επίπεδα της ουρίας στο αίµα αντικατοπτρίζουν την 
λειτουργικότητα διαφόρων οργάνων (ήπατος, νεφρών κτλ). 
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Εργαστηριακό µέρος 
 
Θα προσδιορίσετε την ενεργότητα των δύο τρανσαµινασών (GOT και GPT) και την 
συγκέντρωση ουρίας σε δείγµα ορού που σας δίνεται. 

 
1) Χρωµατοµετρικός προσδιορισµός της GOT 
 

Αρχή: Η δραστικότητα του ενζύµου θα προσδιοριστεί µε τη χρήση δύο 
συζευγµένων αντιδράσεων και την µέτρηση της ελάττωσης της ανηγµένης µορφής 
του συνενζύµου ΝΑD+. Στις συζευγµένες αντιδράσεις το προϊόν του πρώτου ενζύµου 
αποτελεί το υπόστρωµα του δεύτερου. Το οξαλοξικό, που παράγεται από το 
ασπαρτικό µε την δράση της GOT, µετατρέπεται σε µηλικό µε την δράση της µηλικής 
δεϋδρογονάσης, παρουσία NADH. Στις συζευγµένες αυτές αντιδράσεις η ταχύτητα 

µετατροπής του NADH σε NAD+ είναι ανάλογη της συγκέντρωσης της GOT στο 
δείγµα. 
 
                                                                    GOT     
           ασπαρτικό  +  α-κετογλουταρικό                    οξαλοξικό  +  γλουταµινικό                           
                     
                                                              ΜΔΥ 
           οξαλοξικό  +  NADH  +  H+                                   µαλικό  +  NAD+ 
 

Η ποσότητα του NAD+ µπορεί να υπολογιστεί από την µείωση της 
απορρόφησης του NADH στα 340nm. 

 
Τεχνική:  
Σε ένα φωτοµετρικό σωλήνα τοποθετήστε 0,3 ml ορού και 3,0 ml αντιδραστηρίου. Ως 
τυφλό χρησιµοποιήστε απεσταγµένο νερό. (Το αντιδραστήριο, που έρχεται έτοιµο σε 
kit, περιέχει σε φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα τα υποστρώµατα ασπαρτικό και α-
κετογλουταρικό, το ένζυµο µηλική δεϋδρογονάση και το NADH). Αναδεύστε το 
περιεχόµενο του σωλήνα και µετρήστε την απορροφητικότητα του δείγµατος στα 340 
nm ακριβώς µετά από 1, 2, 3 και 4 λεπτά. Υπολογίστε την ΔΑ 340nm/min. (Αν είναι 
µεγαλύτερη από 0,16 αραιώστε τον ορό 1:5 µε 0,9% NaCl και επαναλάβετε την 
µέτρηση). 

 

Υπολογισµός ενεργότητας GOT 
U/L= 1746 x ΔΑ 340 nm/min  µKat/L = 29,11 x ΔΑ 340 nm/min 
 
Φυσιολογικές τιµές (στους 25oC) 
Ανδρες:  έως 18 U/L ή έως 0,3 µKat/L 
Γυναίκες: έως 15 U/L ή έως 0,25 µKat/L 
 
Σηµείωση: U(IU) = Διεθνής µονάδα = ποσό ενζύµου που προκαλεί την µετατροπή 
1,0 µmole υποστρώµατος ανά λεπτό στους 25oC.  
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1 µικρό – katal (µk) = ποσό ενζυµικής ενεργότητας που µετατρέπει ένα µmole 
υποστρώµατος σε ένα δευτερόλεπτο, κάτω από συνθήκες ενζυµικού κορεσµού. 
Εκφράζεται σε µmole*sec-1 

 

2) Χρωµατοµετρικός προσδιορισµός της GPT 
 
Είναι παρόµοιος της GOT µε την διαφορά ότι το πυροσταφυλικό, που παράγεται από 
την αλανίνη µε την δράση της GPT, µετατρέπεται σε γαλακτικό µε την δράση της 
γαλακτικής δεϋδρογονάσης παρουσία NADH. Ακολουθήστε την ίδια τεχνική 
(προσθήκη 3,0 ml αντιδραστηρίου σε 0,3 ml ορού και µέτρηση της Α στα 340 nm 
µετά από 1, 2, 3 και 4 λεπτά) και υπολογίστε την ενεργότητα της GPT όπως πριν. 

 
Φυσιολογικές τιµές (στους 25oC) 
Άνδρες: έως 22 U/L ή έως 0,36 µKat/L 
Γυναίκες: έως 17 U/L ή έως 0,28 µ Kat/L 
 
 
 
3) Ποσοτικός προσδιορισµός της ουρίας στον ορό 
    (Μέθοδος Berthelot) 
 

Για τον προσδιορισµό της ουρίας χρησιµοποιούνται δύο είδη µεθόδων, 
χηµικές ή ενζυµικές. Η χηµική µέθοδος βασίζεται στην αντίδραση των αµινοµάδων 
της ουρίας µε τις κετοµάδες της διακετυλοµονοξίµης και τη δηµιουργία ενός 
έγχρωµου προϊόντος. Επειδή η αντίδραση αυτή δεν είναι ειδική για την ουρία 
προτιµάται η µέθοδος κατά την οποία το ένζυµο ουρεάση υδρολύει την ουρία προς 
ανθρακικό αµµώνιο: 
  
                                                   ουρεάση     
 NH2CONH2  +  2H2O                          (NH4)2CO3      
 

Τα ιόντα αµµωνίου αντιδρούν µε υποχλωριώδες νάτριο και φαινόλη, 
παρουσία νιτροπρωσσικού νατρίου, παράγοντας ινδοφαινόλη. Η ένωση αυτή σε 
αλκαλικό περιβάλλον έχει µπλέ χρώµα, η ένταση του οποίου είναι ανάλογη της 
συγκέντρωσης της ουρίας στον ορό. Οι αντιδράσεις είναι οι ακόλουθες: 
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Μέθοδος:  
Σε τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες φωτοµέτρου τοποθετήστε τα κάτωθι: 
 

Αντιδραστήρια σωλήνας σωλήνας σωλήνας 
 1 2 3 

(ml) (T) (Π) (Δ) 
Η2Ο 0,1 ml -- 0,1 ml 

Πρότυπο ουρίας 4 mg % -- 0,1 ml -- 
Ορός -- -- 0,01 ml 

Ουρεάση 50 µl 50 µl 50 µl 
 

Ανακινήστε τα σωληνάρια και επωάστε για 10΄ σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Στη συνέχεια τοποθετήστε τα εξής αντιδραστήρια: 

 

(ml) 1 2 3 
Φαινόλη - NaOH 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 

NaOCl 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 
 
Ανακινήστε µετά την προσθήκη του τελευταίου διαλύµατος και επωάστε τα 
σωληνάρια άλλα 15΄(λεπτά) σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετρήστε την Α του 
δείγµατος και του προτύπου έναντι του τυφλού σε µήκος κύµατος 550nm. 
 
 
Υπολογισµός: 
Οι τιµές της ουρίας στον ορό υπολογίζονται ως εξής: 
 
   Α550 δείγµα 
                          x 40 = mg ουρίας/100ml (mg %) 
   Α550 πρότυπο 
 
Φυσιολογικές τιµές: 
15-40 mg/dL (2,5-6,6 mmol/L) 
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ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΑΣΚΗΣΗΣ 5 

 
1. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ GOT 

 
min Α340 ορού 

1  

2  

3  

4  

 
 ΔΑ340 / min = 
 
 
 Ενεργότητα GOT: 
 
 U / L = 
 
 µKat / L = 
 
 
 Ερώτηση: 
 
 Ποιος είναι ο ρόλος της µηλικής δεϋδρογονάσης σ’ αυτή την αντίδραση; 
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2. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ GPT 
 

min Α340 ορού 

1  

2  

3  

4  

 
 ΔΑ340 / min = 
 
 
 Ενεργότητα GPT: 
 
 U / L = 
 
 µKat / L = 
 
 
 Ερώτηση: 
 
 Ποιος είναι ο ρόλος της γαλακτικής δεϋδρογονάσης σ’ αυτή την αντίδραση; 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΟΥΡΙΑΣ (Μέθοδος Berthelot) 
 

 Α550 

Ορός  

 
 
 Υπολογισµός: 
 
 mg % = 
 
 mmol / L = 
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 ΠΙΝΑΚΑΣ: 
 

 GOT GPT Ουρία 

 U/L µKat/L U/L µKat/L mg % mmol/L 

ορός       

 
 
Σχολιάστε τα αποτελέσµατά σας: 
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