Extiunon ¢ In-Vivo-T'ovidwknc Eneepyaciog amd CRISPR/Cas9 pue PCR

2  Exyvlon tov DNA a6 ta Baktipra

2.1 Enuaivoupe 3 cwANVAKIa Pe
S (yi1a 1o TpuBAio ekkivnong), C, D kai
YPAPOUUE TO OVOUQ TNG Opadag.

2.2 OpoyevoTtroloUpe 10 InstaGene-Matrix
TpIBovTAG To Kal ToTroBeTwvTag 250 ml o€
KGBe éva atrd Ta CWANVAKIa
f Mpoooxn! Kai Ta 3 cwAnvakia
(LC TIPETTEN v TIEPIEXOUV TrapdpoIa
| ToodéTnNTa InstaGene-perls.

2.3 Taipvoupue Pe Tov KPiko eUBOAIACUOU [ia PTTAE
arroikia KIX/ARA-TpuBAio ekkivnong.
MepioTpéPoupe TOV KPIKO OTO KATTAKI S Kal TO
avaperyvooupe yia 10 dsutepa TpiovTag To.

2.4 Tlaipvoupue Pe €vav aTTOOTEIPWHEVO KPIKO Wia PTTAE
arroikia até 1o TpuAio C.
MepioTpépoupe Tov Kpiko aTo Katrdki C Kai To
avaperyvooupe yia 10 deutepOAeTTTa TpiovTag To.

2.5 TlMaipvoupe Pe Evav aTTOOTEIPWHEVO KPIKO Wi AEUKR
aTroikia a1ré 10 TPURAIo D.
MepioTpépoupe Tov Kpiko aTo Katrdki D kai 1o
avaperyvooupe yia 10 deutepa Tpifovtag Ta.

2.6 Emwddloupue Ta 3 cwAnvdakia yia 15 AeTrtd oToug 56
°C.
Aprivoupe Ta CWANVAKIA VO KPUWOOUV YIa 2 AETTTA
Kal avapelyuoupe yia 10 dedTtepa TpifovTag Ta.

2.7 Emmwdaloupe ta 3 cwAnvdkia yia 8 Aetrtd otoug 95
°C.
A@rivoupe T CWANVAKIA VA KPUWOOUV Yia 2 AETTTé
Kal avapelyvuoupe yia 10 dedTtepa TpifovTag Ta.

2.8 QuyokevTpoUue Ta 3 cwANVAKIA yia 2 AETITA OTIG
12000 oTpo®ég TO AETTTO.

3.MIpogtropacio Tov dsrypdrov PCR.
3.1 Ovopdaloupe 5 cwAnvakia PCR pe: S, C, D, (+), ().

3.2 Bdadoupe ota owAnvdkia PCR 10 ul Master Mix 1mou
TTEPIEXOUV PPECKA TTPOCTEONUEVOUG EKKIVNTEG
(MMP).

3.3 Bdloupe 10 pl atrd 10 UTTEPKEIUEVO OTA CWANVAKIA
S, C, D ora avrioToixa cwAnvakia PCR.

3.4 Bacoupe 10 pl BeTikS pdptupa DNA oTo (+)
owAnvdéki PCR.
Bacoupe 10 yl H20 oTtov apvnTikd paptupa aTo (-)
owAnvaki PCR.

3.5 AvapeiyvUoupe 5 owhAnvakia PCR miretdpovTag
TTAVW KATW Kal TOTTOBETWVTAG TA € TTAYO PEXPI
TNV apxh tng PCR.

4 Awowoocio PCR

4.1 TomoBeToUue 5 owAnvakia PCR oTov
KUKAOTTOINTA.
! Ipoooxi kGBe owAnvaki va eivar KaAd
[ /V ¢ !
| i@ KAgIOUEVO
Y

4.2 ExtéAeon TnG PCR XpnoIYOTIOIWVTAG TO
akoAouBo TTpdypauua Bepuokpaaiag/xpdvou:

Step Temp., °C Time Cycles
Initial denature 94 5 min 1x
Denature 94 30 sec 35x
Anneal 62 30 sec

Extend 74 1 min

Final extension 74 5 min 1x
Hold 12 - 1x

Metd Tnv PCR O1atnpolue Tnv Beppokpaaia Tou
KUKAOTTOINTA aToug12 °C péxpl va apxioel n

nAekpo@dpnon YEANG.
5 Hliektpo@opnon yéAng

5.1 TMpogtoipaloupe 1 % yéAN ayapolng o€ GUVOAIKO
oyko 35 ml TAE-buffer (1x).

5.2 A@ou @tdoel 1o didAupa ayapdlng oToug 45 °C
(€Aeyxog pe 1O X€p1) TTpooBEToupe 3 pl GelRed.
AvapelyvUoupe KOUVWVTAG TO KAl TTPOCBETOUNE TO
didAupa NG ayapolng oTto BAAauo TnG
NAEKTOPOPNONG YEANG.

5.3 “Yotepa agou yivel oteped, yepiCoupe 10 BAAauo
NAekTpoPOpnong pe 280 ml AE-Puffer (1x) kai
TIPOCOETOUNE TO XTEVAKI

5.4 Ba&foupe o1o kaB¢e deiypa PCR 5 pl
atrd 10 SIGAUPa POPTWONG and avapelyvUoOUE
TITTETAPWVTAG TTAVW KAl KATW.

5.5 Timrerdpoupe ota KoIAwpaTa NG yéANG 10 pl
OTTWG OTO TTAPAKATW OXEDIAYPAUUA::

©éon Agiypa

PCR Probe S

PCR Probe C

PCR Probe D

OeTIKOG pdpTupag (+)
Apvntikég pdptupag (-)
Acgiypa eAéyyxou (MWR)

OO |IWIN|F

5.6  H nAektpo@dpeon TnG yEANG yivetal ota 130V
(S1opkei TrepiTTOU 15 AETTTA).

ATtroteAéouara:
ACloAdynon Tou TTPOTUTTOU CWVWYV OTN YEAN Kal
EKTiUNON Tou TTPOQIA Tou lacZ yovidiou.



