Ablaufplan CRISPR/Cas9

1. Restriktionsverdau zur Linearisierung 3. gRNA-Synthese
des Plasmids pBR322

1.1 Pipettieren Sie den Restriktionsverdau 3.1 Pipettieren Sie folgende Reagenzien in
gemanR folgendem Pipettierschema in das lhr Eppi (S):
Eppi (V): Eppi | Inhalt Vol.
- H-O nucleasefreies H,O 16 pL
E Inhalt Vol. e
Sae pnBRaSZZ 500 : ZL NTP | NTP Puffermix 10 UL
RE | Pstl (2,5 units) 25 L ?7 ?;‘gl\?:%ei‘ ; “t
RE-P | 10x Restriktionspuffer 2,5 L G ol olymerase 30“ 3
H20 nucleasefreies H,O 15 yL esamivolumen H
Gesamtvolumen 25 pL 3.2 Pipettieren Sie als Kontrolle zu Beginn

der gRNA-Synthese 5 pL Ihres Ansatzes
(S) in ein mit S und lhrer Gruppennum-
mer beschriftetes Eppi. Stellen Sie (Siw)
auf Eis.

Inkubieren Sie Ihren Ansatz (S) bei

37 °C fur 1 Stunde.

1.2 Inkubieren Sie den Restriktionsverdau (V)
bei 37 °C fur 15 Minuten.

2. Uberprifen des Restriktionsverdaus 33
mittels Gel-Elektrophorese ’

2.1 Offnen Sie die Gelkassette und be-

netzen Sie die Taschen mit H2Ogest. 4. Uberprifen der synthetisierten gRNA
2.2 Uberschussiges Wasser wird mit Saug- durch Gel-Elektrophorese
papier abgesaugt. 4.1 Offnen Sie die Gelkassette und benetzen
2.3 Pipettieren Sie als Kontrolle 1 puL Ladepuf- Sie die Taschen mit H2Oges:t.
fer (LP), 1 uL des ungeschnittenen Plas- 4.2 Uberschiissiges Wasser wird mit Saugpa-
mids (P) und 4 pyL H20 in das Eppi (K). pier abgesaugt.
2.4 Pipettieren Sie als Test fur den Verdau 4.3 Pipettieren Sie am Ende der Inkubation
1 pL Ladepuffer (LP), 4 pL lhres Ver- 5 uL des gRNA Syntheseansatzes (S) in
dauansatzes (V) und 1 uL HzO in das ein mit Sy und Ihrer Gruppennummer be-
Eppi (T). Stellen Sie (V) auf Eis. schriftetes Eppi. Stellen Sie (S) auf Eis.
2.5 Pipettieren Sie gemal dem folgenden 4.4 Pipettieren Sie zu Sy und Sy jeweils 1 pL
Pipettierschema jeweils Ladepuffer (LP).
- 4 pL des Markers (M), 4.5 Pipettieren Sie gemaR dem folgenden

- 6 pL der Kontrolle (K)

- und 6 pL der verdauten Proben (T) aus
2.4 der 8 Arbeitsgruppen T1 — T8 in die
Taschen des Gels:

Pipettierschema je 6 pL der gRNA-
Syntheseansétze (Swui1— Swus) der ver-
schiedenen Arbeitsgruppen und zweimal
(Stw) in die Taschen des Gels:

M KT1T2T3T4 K T5T6 T7 T8 K M Sto St1 Stz Stz Stva Sts Ste Stz Stis Sto

[ -
(el § § B § Qum)] § _§J J§ § Jmm

2.6 SchlieRen Sie den Geltrager an das
Power Supply an und starten Sie die 4.6 Schliel3en Sie den Geltrager an das
Elektrophorese bei 180 V. Power Supply an und starten Sie die
Elektrophorese bei 180 V.

Aufgabe: Werten Sie Ihr Gel beziglich des
Restriktionsverdaus aus. Aufgabe: Werten Sie Ihr Gel bezlglich der

gRNA-Synthese aus.
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5. Schneiden des linearisierten Plas-
mids pBR322 mit der Nuclease Cas9

F.o PK

5.1 Pipettieren Sie folgende Reagenzien ge-
mal dem folgenden Pipettierschema in
die Ansétze 1 - 3:

6. Uberprifen des Cas9-Schnittes im
linearisierten Plasmid mittels Gel-
Elektrophorese

6.1 Pipettieren Sie aus den Ansatzen 1 -3
jeweils 8,5 pL in 3 Eppis und beschriften
Sie diese mit 1, 2 und 3 und lhrer Grup-
pennummer.

6.2 Geben Sie in jedes der mit 1 — 3 und lhrer
Gruppennummer beschrifteten Eppis
1,5 L Ladepuffer (LP) hinzu und mischen
Sie durch Auf- und Abpipettieren.

6.3 Offnen Sie die Gelkassette und be-
netzen Sie die Taschen mit HoOgest.

6.4 Uberschussiges Wasser wird mit Saug-
papier abgesaugt.

6.5 Pipettieren Sie 4 yL Marker (M) und je-
weils 10 pL Ihrer Proben 1 - 3 in die Gel-
taschen gemal dem folgenden Pipettier-
schema:

M 1/1 1/2 1/3 2/12/2 2/3 3/13/2 3/3 4/1 4/2 4/3

Ansatz 1 2 3
pBR322 | pBR322iin | pPBR322iin
lineari- + Cas9 | + Cas9
siert -gRNA | + gRNA

H-O

(nuclease- | 24 puL 23 pL 22 uL

frei)

CP

(Puffer) 3uL 3 uL 3 uL

S

(gRNA) 0 uL 0 uL 1uL

Cas9-

Nuclease 0 uL 1uL 1uL

Mischen, zentrifugieren und
inkubieren Sie fir 10 Minuten bei 20 °C

M 5/15/2 5/3 6/16/26/3 7/17/27/3 8/18/28/3

\%
(verdautes 1pL 1pL 1L
Plasmid)
H20
(nuclease- 2 pL 2 uL 2 uL
frei)
Mischen, zentrifugieren und

inkubieren Sie fur 15 Minuten bei 37 °C
PK
(Protei- 1pL 1pL 1ulL
nase K)
Gesamt 31 pL 31 pL 31 pL
Vol.

Mischen, zentrifugieren und
inkubieren Sie fiir 10 Minuten bei 20 °C

6.6 SchlieRen Sie den Geltrager an das
Power Supply an und starten Sie die
Gel-Elektrophorese bei 180 V.

Aufgabe: Werten Sie lhr Gel bezuglich des
Nuclease Cas9-Schnittes aus.




