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Epyootnproxn Acknon:
AlvodmT] avTidpact TOAVUEPAGTS, EVOOVOVKAEAGES TEPLOPLGHOV

KOl AEKTPOPOPGT 6€ TNKTI Ayopolne.

H olvowdwt avtidopaon g moivpepdong (Polymerase Chain Reaction = PCR)
EMUTPENEL 0 P OPoUEVT] aAANAoLYio. VOUKAEOTIOIV va. avTiypapel Ge PEYOAES
TOGOTNTES YPNYOPO Kol EKAEKTIKA amd omotodnmote dstypa DNA tnv mepiéyet.

H olvodot) avtidpacn moALUEPAONS EMTVYXAVETAL HE TNV EXAVAANYY| TPLOV
oTadimV:

1. Amoowdto&n (Denaturation): Xto 6tdo10 avtd 10 diKAwvo pdpo tov DNA

petatpémetal 6€ povoKAwvo Enetto and BEppovon otovg 90 - 95°C.

2. YPprwowopdg (Annealing): H Oeppokpocio tov pelypartog shattovetan (40 -
66°C) 101 wote o1 eKKvNTéG MoV Ppickoviol 6€ TEPICTELN VO UTOPOVV VL
evobolv pe TIC CUUTANPOUATIKEG TPOS AVTOVG OAANAoLYieS GTOLG VO
KA®vovg Tov DNA.

3. XovOeon (Extension, Elongation): XvuvBeon tov véov olvcidov e
eMUMKLVON TOV ekKvntov and to évlopo Taq moivpepdon m omoia
npocdével Ta erebBepa deovpifovovkieotiotn (ANTPs) coumAnpopoaticd og
TPOG TNV apyiKy aAvcida oynuotifovrog 6vo véa dikiwva popie DNA. H

Bepuoxpacio eivar otovg 70 Emg 75° C.
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Ta 1plo otdowa Swpépovv petald tovg oe OBegppoxpacio Kot o ypdvo Kot
emoavaloapfavovior dwadoyikd. H oloxipwon tov tpuidv otadiov amokoleitot
KOKAOG Ko cuviBmg o avtidpacn mepthappdavet 20 — 40 kdxiovg.

O «éOe kdxhog moAramiacibler v mocodtnta. DNA mov €xer cvviebel otov
TPONYOLUEVO KUKAO. Anhadr], to opywd popo tov DNA avtiypdeetor oe 600
Buyatpucd. ‘Enetta and 30 kdklovg mopdyovior mepiocodTepa amd 1 dioekatoppdplo
avtiypago Tov apyikod popiov. O modlamlaciacudc sivar ekbetikdg, 2" 6mov n = o

aplOpdc TV KOKA®V ETOVIANYNG TG avTidpaong OnA. 230=1,073,741,764.
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[Ma v cAvc1dm avTidpaom TG TOAVUEPAGTC OTOLTOVVTOL:

e PuvOpotiké owdivpa (buffer): Evo ynmukd ocvotnua mwov mporappdver
HETAPOAEG 0TI CLYKEVTPWOT OVTOV VIPOYOVOL. 'Eva puoikd 1 puG1oAoyiko
cvoTnpa Tov Telvel va dtotnpet T otabepotnTa.

o Acgodupifovovkieotiora (ANTPs): Xpnoyonoovvror yioo v cdvleon twv
CUUTANPOUATIKAOV 0AVGIO®V.

o KatdMniy ocvykévipoon MgCly: To vto tov Mg™ Aertovpyodv o
coumapdayovtag yo tnv DNA moAvuepdon.

e Exxuvntéc (primers): ‘Eva (gbyog cuvBetikdv oiryovovkAieotdiov (15 — 30

Bacelg) CLUTANPOUATIKOV TPOG TO, AKPA TNG AAANAOVYIOG-GTOYOV.
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e Taq molvpepdon: H molvpepdon avt dev petovounvetar pe ) 0épuavon
aAAG M Opdom g mapapével otabepn og kar tovg 95° C evd m Bértiom
Bepuokpacio Aertovpyiag g ivor vynAY. Amopovavetat amd Eva Beproeiio
Baxtpro, Thermus aquaticus, 10 omoio givor otafepd e MOAD LYNAOTEPES

Bepuoxpacieg amd OTL 01 EVKAPVOTIKEG TOAVUEPACEG.

Evéovovkiedoeg Ilepropropod

Ot evdovovkdedoes meplopiopov (restriction endonucleases) eivor évlopo mov
k6Povv to DNA cg cvykekpiuéveg aAiniovyies vovkieotidiov. IIpoépyovtarl kupimg
amo Poaktpla. Yrdapyovv tpelg tomot evidumv meproptopot: tomov I, 11, ko 1.

Moévo ta évlopa tomov II givan to KAaoowkd mepopotikd epyareia. "Exovv moid
eIKéC Béoelg avayvmpilong kol komng. Ot Béoelg avayvapiong sivor Ppayeieg (4-8

VOUKAE0TIOW) KOt GLVNOWC TAATVOPOLLES ETAVOANYELC.

Hlektpo@opnon og ankt ayapoing

[Ipdkertar yuo po péBodo mov otnpiletor oto yeyovog Ot o TEPIGGOTEPO
paxpopdplo 6w to DNA, 10 RNA kot or mpoteiveg dtoympilovior avaioya e to
péyebog tovg xabdcov elval niextpikd eopticpéva. Emopévmg, o6tav Ppebovv oe
NAEKTPIKO Tedio Kvovvton pe tayhTTe Tov £EAPTATOL OO TO AOYO TOV MAEKTPIKOVD
nediov mpog tn pado Tovg.

H miextpoedpnon mpaypatonoleitor oe mnkty ayopodling | moivakpviapiong. H
ayapoln stvar £vog euTikdg ToAvGaK PTG,

H mxt ¢épet 610 gomtepikd ™G mOpovg twv omoimv 10 péyebog e&optdron
bpeca amd ™V ovykévipwon g ayopding. Oco piKpOTEPN M MEPIEKTIKOTNTO OF
ayapoln tOco peyolvtepo T0 PEYEDOg TV TOPWV TOV GYNUATILOUEVOL TAEYLLOTOG.

YuyKeKPEVO, TO TPOG avdAvor dstypa tomobeteitar otnv Tkt ayopdling péca
o€ €0IKA OLUUOPPOUEVEG OTEC OV amokaAOVVTAL KEMA 1 mnydowa 1 Kavailo. H
mkt gupantifetor 6 KATAAANAO dtdAvpa Kot ota dKpa €QapUOleTal NAEKTPIKT

tdom. Yo v enidpacm tov NAEKTpKoD mediov o apvnTiKd @opTicuEve LOPLOL TOV
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DNA petakvovvtol mpog 1o 0etikd niektpooto dacyilovtog v mopmon mnkty. H
TayvTa pe v omoio kvovvton e€aptdton amd 1o péyebog tovg, pe ta PIKpOTEPO
TUAUOTO. VO PETOKIVOOVTOL 7O YPNYOPO OmO T HEYOAVTEPA. XTO TEAOG TNG
niektpodpnong to ddpopo kAdopata tov DNA €yovv davOcel S1aQOPETIKEG
OTOCTAGCELS LEGO GTNV TNKTN Ol OMoieg efvol avTioTpdPmS avAarioyeg pe to néyebog
tovg. Ilpokewévouv va yiver opatd 1o DNA, kotd tnv KOTOGKELY] TNG TNKTNG
nmpochétovpe Bpmpovyo abidro (EtBr), pia ypootikn n oroio cuvdéetal 610 dikAwvo
DNA. Ortav deyepfel omd vmepiddn axtwvoPoria, to DNA oto omoio £yet
npockoAAnfel 1o Ppopovyo ofidio Kot ewoywpnosl avhpecso ce  dSOYKA
voukAeotidwn, €xet v wdmTa va @Bopilel. Emopévmg, or {dveg otig omoieg
ovykevipoveral o DNA yivovtor opatég Otav 1 ANKT| QOTIOTEL PE LIEPLDOON
axtivoPoAio.

Kot v niextpopodpnon pall pe to mpog perlétn delypata cvunepirapfdvoous
kot évav paptopa. O pdpropog amotereiton amd tunpote DNA tov onoiwmv
yvopilovpe 10 poplaxod Papoc. Zoykpion Tov {OVOV TV TPOg HEAETN SEIYUATOV e
TO LAPTVPO EMTPENEL TOV VTOAOYIOUO TOL peyEBovg Twv Khaoudtmv Tov DNA kabng

oA ta delypata tov 1010V peyéboug petavactedovv v 10 omdoTacn amd TV

apetnpio.
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PCR yio Tipy ueiétn Tov moivuoppiouov Tov yovioiov
Notch4 oe ociyuara aclevarv ue Kowvy Ywpioon

(Psoriasis vulgaris)

[ewpapatikn Avodikaocio

Oa ypnoomomcovpe 1 néBodo e PCR, méyn e meploptotikn eVOOVOLKAEAOT)
Kol MAEKTpOQOPNON o€ TNKT oyopdlng ywr vo oviyveELGOVLUE &VO  YEVETIKO
TOAVLOPPIoUO GTO YOVIdlo oL Kmdikomotlel v mpwteivny Notch4. Ipdkettat yo pio
avtikatdotaon Bvpivng and kvtocsivn (T/C) oe pvBoctikny meproyr] kovid 610 5’
dxpo tov yovidiov Notch4 mpokaimvrtag T dnpovpyia BEong avayvopiong and v
neploploTikn evoovovkiedon Mspl. To detypa pag mpoépyetar amd aipo aclevaov pe
Kown Yopiaon (Psoriasis vulgaris).

To yovidio Notch amotehet éva amd Ta yovidia Tov KPOToLV POAOLG KAEWLL GTNV
avOpomvn  avamTuln, GULUUETEYOVTAG HETAED GAA®V, oTn dwpopomoinomn, otV
opyavoyéveon Kot TNV avamntvén tov otov. H mpoteivn mov cvviifetar vrd Tig
odnyiec Tov yovidiov Notch ovppetéyet oty Kuttapikn onpatoddtnon. Ewdwkdtepa, n
npoteivn Notch givarl dwopepPpaviky, dwomepvd dniadn ) peppfpdvn Tov KLTTAPOL
Kot owfétel va pépog g €€ amd avtd Kot €va PEPOG TNG OTO E0MTEPIKO TOV
Kuttdpov. Otav éva pdpo — oo mpocdévetol 6to eEmkuTTaplo Tunpa tov Notch
TPOKOAEITAL OAAOYT] OTN GTEPEOOIATAEN TTOV £)XEL OC OMOTEAEGO TNV OTOKOT TOV
E0MTEPIKOD KOUUOATION NG TPWOTEIVNG, M OTOI0L UETOPEPOUEVT] GTOV TLPNVA Oilvel
EVIOAEG Yo TNV ékppoon ALV yovidiov. Me dAha Adyw, 10 yovidlo Notch
Aertovpyel ¢ €vag SOKOMTNG TOL «AVOLYOKAEIVEL Yovidlo o€ Guvaptnom e Tta
epebiopota mov déyetatl. Xtov GvBpomo vmapyovv 4 yovidia Kot @LoKE ot 4
AVTIGTOLYEG TPWTEIVES TOV KMIKOTOLOHV QUTAL.

H yoplaon elvar pia ypdvia, kAnpovopikr, vrotponidlovca deppatomddeie mov
yopokmnpiletor amd Odwakprrés, Compd epvbBpég kniidec, PAatideg 1N mAAKeS
KOALTTTOUEVEG A0 0pYVPOYPOO AETIL. Z TN XPOVIA LTI PAEYUOVAOIT VOGO GNLOVTIKO

poOAo ailovv TepPAALOVTIKOL, YEVETIKOT KOl VOGOAOYIKOL TOPAYOVTEG.
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Alvordot) Avtiopacn Ioivpepdong

1. Etowalovue éva petypa yo 3,5 detypota og éva coinvdxt. (Eva 1o mpog

eétaon delypa, £va yia to apvntikd control, £va yio to OeTikd pdptupa Kot

wod mapomdve) Oia to aviwpoacmpla Oa mpénel va Ppiokovior cuvéysia

HEGA GTOV TTAYO.

2. Ymoloyilovpe TiC mOCOTNTEG TOV avTpacTnpiov mov Oo ypewactel vo

tomofemnoovpe oto petypa (Iivakag 1).

MMivaxog 1

Avndpaactipio. Hoootyta yia éva dciyua | loodtytes yia 3.5 deiyuata
wl) (x3.5)(ul)

H,O 9,7 33,95

5X Buffer 5 15,5

DMSO 2,5 8,75

dNTPs 2,5 8,75

MgCl, 1,8 6,3

Primer Forward 1 3,5

Primer Reverse 1 3,5

Taq Polymerase 0,5 1,75

Telxkog 6ykog peiypatog | 24 84

Telkog 6yKog peiypatog 84:3,5=24 pnl

avd cOANVAKL

3. Avadevovpe 1o delypa pe ) Porbeta g cvokevng avatdpaing (vortex) ko

gv ovveyelo TpoxwpovLEe o€ pict GOVTOUT PLYOKEVTPNOT).

4. Xeg tpla xobopd coinviakie (va yw kdBe Oetypa), tomobetodue 24 ul

petyparog. Xto vmd e&étaom Oetypo kobog kot oto OeTtikd  paptvpa

tonofetovpe omd lpul DNA. Xto coAnvdkt pe tov opvntikd pdaptovpo

npocBétovpe 1ul vepd.
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5. Avoiyovpe 10 OeppiKd KUKAOTOMTH Kot EMAEYOVUE TO EMOLVUNTO TPOYPULLLLOL.

O1 ovvOnkeg ToL Tpoypdupatog avaypdeovtal oto Ilivaka 2. ToroBetove Ta

COANVAKLO GTO UMY GV LLOL.

MMivakog 2
Bijuarza Oscpuoxpacio Qpa Kvriog
Amodiatadn 95°C 2 min 1
Amodidtadn 94°C 1 min
YBpdopdc 55°C 30sec 40
Enéxtaon 68°C 1 min
Enéxtaon 72°C 10 min 1

"Eleyyoc Tov mpoiovtov g PCR pe nhektpo@opnon oe ankti ayopolng 1%

1.

ZvyiCovpe Vv amapaitmtn mocdtta ayapdling. H mepiektikdtmra g
OLYKEKPIUEVNC TNKTNG Tpémet va givar 1%. Emopévemg, vy 50 ml kg
yperdleton 0,5 gr ayapolng.

Ye pio Kovikny euaAn tpocsbétovpe pubuictikd didivpo 50 ml 1 x TBE ko
0,5 gr ayopdlng.

Bpdlovpe 10 evordpnua oyopolng mpocektikd péypt va owoivbel. To
dtdlopa yivetor dtovyEc.

Apnvoope 1o dtdlopa va erovéAdel otovg 45° C avakotedovTag.

[TpocBétovpe 2pul Bpopovyo abidlo Kot avaxKatevovpe EAaPPA.

I[TPOXOXH: To Bpouovyo abido sivor oyvpd petodralrydovo kot yperaleton

HEYAAN TTPOGOYN TOGO KATA TNV TOPAGKELT] TOV OGO KOl KOTE TN ¥PNOYLOTOINGN TOV.

[Téavta opdyie yévtio ko petd to meipapa TAEVOLLE KOAL OA Ta oKELN LE VEPO.

Etowalovpe 10 mdto g ovokevng. TomoBetodue Tig ytéveg ko
TPOGEYOLVLLE VO LNV OKOVUTTOVV GTNV KAT® EMUPAVELX TOV TTHTOV.

Adewalovpe 1o dtddvpa g ayopoding 6To TATO TNG GLGKELTG.

[Tepyuévoope péypt va et n ayapoln.
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Apapolpe ta yTévia Kot TomofeTOVE TNV TNKTI GTI GUGKELT).
['epiCovpe pe ddAvpa 1 x TBE péypt va kaAvebel tedeiog n k).
doptdvovpe Ta detypota oty k. [a kdbe deiypa: Palom S pl amd to
avtiototyo mpoiov PCR, 1,5 ul 10x didAvpa eoéptwong (Loading Buffer)
OV TEPIEXEL XPWOTIKES TOV oG BonBovv va mapakorovBovpe v mopeio
™G NAEKTPOPOPNOTG.
DGoptove 2 pl and €vav deiktn yvootod poplokod Bapovg (Ladder) mov
dtver Loveg yvwotov peyébovug yuo va pag pondnoet vo vroloyicovpe to
LOPLaKO PAPOS TOV VOUKAETKMOV 0EEMV OV LEAETALLE.
2uvOEovpE Ta NAEKTPOOIL GTN GLGKELT] NAEKTPOPOPN NG, puBuilovue v
tdon ota 90 — 100 volts.
[Mopatnpolpe TV INKTH TN GLGKELN VIEPLOSOVS akTvoPoriag (UV) kot

eréyyoope v mototnTa T0L DNA.

[Héyn pe meproprotiky) evéoovovkieaon Mspl

1. Etowdlm éva petypa yio ta mpog eE€taom ostypota o éva coAnvaxt (v
nmpokeipevn mepintoon yw 3,5 delypata). Ola o avidpacTiplo TPETEL VAL
Bpiockovtal 6toV TAyKO.
2. Ymoloyilovpue TIg TOGOTNTES T®V AVTIOPAGTNPI®V TTOL B XPNGULOTO|GOVLLE
oto petypo (Iivakag 3).
Mivaxog 3
Avndpaactipio. Hoootyta yia éva dciyua | Lloodtyra yia 3,5
wl) ogiyuaza
3,5)ul)
10 X Buffer 2,5 8,75
Mspl 1 3,5
ddH,O 1,5 5,25
Telkog 6yKog peiypatog 5 17,5
Telkog 6yKog peiypatog ava coinvakt 17,5:3,5=5nl
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3. Extehobpue pia ypiyopn guyoxkévipnon.
4. TomoBetovpe ta delypato 610 VOATOAOLTPO 6TOVG 37°C Yoo TOVAGYIoTOV 3

DPES.

"EAgYy0G TOV 0OTEAEGPRATOG TS UVTIOPAGNG NE NAEKTPOPOPTON GE TNKTN
ayapolne 2%.

1. Erowdalovpe mnkt ayopding 2%.
Ye kaOe detypa Oa mpocsOésovpe 3 pl 10x dStdhvpo pOPTOONG.
doptdvovpe To delypa ot TYAdAKLO TNG TNKTHG.

HAextpopdpnon ota 90 — 100 volt.

A

A&oAOYyNoN TG TNKTNG KOl GUVETADS TOV OMOTEAEGUOTOG TNG TEYNS £MELTA

Ao TOPOTHPNOT THG TNKTNG GTI GLGKELT] VITEPIDOOVS OKTIVOPOANG.



