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1. gRNA-syntéza
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1.1 Na gRNA-syntézu napipetujte do prazdné

zkumavky S nasledujici €inidla:

Zkumavka | Obsah Objem
H.0 H.0O bez nukledzy 16 pL
NTP NTP pufrovaci mix 10 pL
D DNA duplex 2 uL
T7 T7 RNA polymeraza 2 uL
Celkovy objem (S) 30 L

1.2 Pro slepou kontrolu gRNA-syntézy

napipetujte 5 L ze zkumavky S do nové
zkumavky oznacené Sy a chladte na ledu.

1.3 Zkumavku S nechte 1 hod inkubovat pfi 37

°C.

2. Kontrola vyprodukované gRNA pomoci
gelové elektroforézy
2.1 Otevrete gelovou kazetu a navihCete jamky

H2Ogist.

2.2 Pfebyte¢nou vodu odsajte papirovou utérkou.

2.3 Napipetujte 5 uL z vasi gRNA syntézy ze
zkumavky S do nové zkumavky Su oznacené
Cislem vasi skupiny. Zkumavku S nechte na

ledu.

2.4 Do zkumavek Sy a Su pfidejte 1 uL

nanaseciho pufru (LB).

2.5 Podle nasledujiciho schématu napipetujte do
jamek 6 pL gRNA syntézy ze zkumavek Sy —
Suis a na zacatek a konec fady Si:
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2.6 PfFipojte FlashGel stanici do zdroje elektfiny a
zapnéte jej na 180 V. Sledujte priibéh
elektoforézy zapnutim UV svétla na stanici.

Uloha: Vyhodnotte Uspésnost gRNA syntézy na
zakladé gelové elektroforézy.

modern
biotechnology
at school

Restrikéni stépeni k linearizaci plasmidu
pBR322

3.1 Podle néasledujici tabulky napipetujte do

zkumavky D ingredience pro restrikéniho
Stépeni:

*

RE-
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Zkumavka | Obsah Objem
H.O H,O bez nukleazy 15 L
P pBR322 (2,5 ug) 5uL
RE Pstl (2,5 jednotky) 2.5 L
RE-P 10x Restrikéni pufr 2.5 uL
Celkovy objem (D) 25 uL

3.2 Zkumavku D nechte 15 minut inkubovat pfi 37

°C.

Dukaz restrikéniho stépeni pomoci gelové
elektroforézy

4.1 Otevrete gelovou kazetu a navihéete jamky

H2Oist.

4.2 Prebyte¢nou vodu odsajte papirovou utérkou.

4.3 Pro slepou kontrolu napipetujte do nové

zkumavky C 1 uL nanaseciho pufru (LB), 1 uL
plasmidu (P) a 4 uL H20.

4.4 Na dikaz uspéSného nastépeni napipetujte

1 uL nanaseciho pufru (LB), 1 pL H20 a

4 pL restrik¢ni endonukleazy ze zkumavky D
do nové zkumavky R. Zkumavku D nechte na
ledu.

4.5 Podle nasledujiciho schématu napipetujte do

kazdé jamky

- 4 pL marker (M),

- 6 L nenastépeny plasmid (C)

- 6 pL restrikéniho vzorku (R)

z kazdé z 8 skupin R1 — R8 do jamek v gelu:

M C R1IR2 R3R4 C R5R6 R7TR8 C M

4.6 Pripojte FlashGel stanici do zdroje elektfiny a

zapnéte jej na 180 V. Sledujte progres el-
ektroforézy zapnutim UV svétla na stanici.
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Uloha: Vyhodnotte svij gel na zakladé
restrikéniho Stépeni plazmidu pBR322
endonukleazou Pstl.

5. Stépeni linearizovaného plasmidu pBR322
nukledzou Cas9

r - .
H2 CP S Cas V PK

5.1 Podle néasledujici tabulky napipetujte
vzorky 1-3:

Vzorek 1 2 3
pBR322in | pPBR322iin | pPBR322jiy

+ Cas9 | + Cas9
(- gRNA) | + gRNA

H-0

(bez 24 uL 23 uL 22 uL

nukleazy)

CP

(Pufr) 3 uL 3uL 3uL

S

(nasynte 0 pL O uL 1ulL

zované

gRNA)

Cas9

nukleaza 0 pL 1pL 1uL

Zkumavky poklepavanim promichejte a
inkubujte 10 minut pfFi pokojové teploté

D
(nastépe- 1ulL 1uL 1uL
ny
plasmid)
H-O
(bez 2 uL 2 pL 2 uL
nukleézy)

Zkumavky poklepavanim promichejte a
inkubujte 10 minut pfi 37 °C

PK

(protein- 1ulL 1uL 1uL
adza K)

Objem 31 L 31l 31 L
vzorku
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Zkumavky poklepavanim promichejte a
inkubujte 10 minut pfi pokojové teploté

6. Dukaz nastépeni linearizovaného plasmidu
(pBR322;in) nukleazou Cas 9 pomoci
gelové elektroforézy.

6.1 Napipetujte 8.5 pL z vaSich nastépenych
vzorkd 1 — 3 do 3 novych zkumavek a znovu
je oznatte 1, 2 a 3.

6.2 Pridejte do kazdé ze 3 novych zkumavek 1.5
pL nanaseciho pufru (LB) a promichejte
poklepavanim.

6.3 Otevrete gelovou kazetu a navihCete jamky
H2O0ist.

6.4 Pfebytec¢nou vodu odsajte papirovou utérkou.

6.5 Podle nasledujiciho schématu napipetujte do
jamkek

- 4 yL markeru (M),
- 10 pL vasich vzorku 1-3

M 1/11/2 1/3 2/12/2 2/3 3/13/2 3/3 4/1 4/2 4/3
1 0 8 N 0 B0 0 0 0 8 }0 § |

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

6.6 Pripojte FlashGel stanici do zdroje elektfiny a
spustte gelovou elektroforézu na 180 V.
Sledujte progres elektroforézy zapnutim UV
svétla na stanici.

Uloha: Pomoci gelové elektroforézy
vyhodnotte uspésnost stépeni plazmidu
nukleazou Cas9



