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1. gRNR sintezé

a1

11 Pipete jpilkite lenteléje pateiktus reagentus |
mégintuvélj S:

Mokiniy darbo eigos aprasas CRISPR

Mégintuvélis | Turinys Taris

H-0 Vanduo be nukleaziy 16 pL

NTP NTP buferinio tirpalo 10 pL
misinys

D Dvigrandé DNR 2 L

T7 T7 RNR polimerazé 2 uL

Bendras tdaris (S) 30 pL

1.2 Kontrolei pipete i$ mégintuvélio S jpilkite 5 pL
turinio j mégintuvélj Sy ir jdékite j ledo vonele.

1.3 Mégintuvélj S inkubuokite 37 °C
temperatiroje 1 valanda.

2. Pagamintos gRNR patikrinimas
elektroforezés budu

2.1 Atidarykite gelio kasete ir sudrékinkite
Sulinélius H2Oyist.

2.2 Pasalinkite vandens pertekliy popieriniu
rank$luosciu.

2.3 Pipete jpilkite 5 uL i8 savo gRNR sintezés
mégintuvélio (S) j naujg mégintuvelj,
pazymeétg Su ir jusy grupés numeriu.
Mégintuvélj S toliau laikykite lede.

2.4 | mégintuvélius Sy ir Sy jpilkite 1 pL méginio
suleidimo dazo (LB).

2.5 Pagal nurodytg schemg j gelio Sulinélius
pipete jpilkite po 6 pL gRNR iS savo grupés
mégintuvéliy Sy — Sty ir dviejy iS grupiy Sto:

Sto Sti/1 Stz Stsz Stu/a
m=] § § § § fJum) J § J§ | J==

Sts Ste Stz Sus Sto

2.6 Prijunkite FlashGel jrenginj prie maitinimo
Saltinio ir pradékite elektroforeze 180 V
jtampoje. Stebékite elektroforezés eigg jjunge
UV lempag ant jrenginio.

UZduotis: pagal elektroforezés rezultatus
jvertinkite ar gRNR sintezé jvyko.
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3. Plazmidés pBR322 DNR linearizavimas
naudojant restrikcijos endonukleazes

3.1 Pipete jpilkite lenteléje pateiktus restrikcijos
ingredientus j mégintuvélj D:

Mégintuvélis | Turinys Taris

H-O Vanduo be nukleaziy | 15 pL

P pBR322 (2,5 ug) 5uL

RE Pstl (2,5 vienetai) 2.5uL

RE-P 10x restrikcijos 2.5 uL
buferinis tirpalas

Bendras tiris (D) 25 uL

3.2 Mégintuvélj D inkubuokite 37 °C
temperatiroje 15 minuciy.

4. Plazmidinés DNR linearizavimo
patikrinimas elektroforezés budu

4.1 Atidarykite gelio kasete ir sudrékinkite
Sulinélius H2Ouist.

4.2 PaSalinkite vandens pertekliy popieriniu
ranksluosciu.

4.3 Kontrolei j naujg mégintuvélj (C) pipete jpilkite
1 pL meéginio suleidimo dazo (LB), 1 uL
nekirptos plazmidinés DNR ir 4 pL H2O.

4.4 | naujg meégintuvelj (R) pipete jpilkite 1 pL
méginio suleidimo dazo (LB), 1 pL H>O ir 4 uL
meégintuvélio D turinio. Mégintuvelj D toliau
laikykite lede.

4.5 Pagal nurodytg schema j gelio Sulinélius
pipete jpilkite
- 4 uL molekulinés masés Zymens (M),
- 6 pL nekirptos plazmidinés DNR (C),
- 6 pL sukarpytos plazmidinés DNR (R)
meéginius i$ kiekvienos i$ 8 grupiy R1 — R8.

M C R1IR2 R3R4 C R5R6 R7R8 C M
D - -

4.6 Prijunkite FlashGel jrenginj prie maitinimo
Saltinio ir pradékite elektroforeze 180 V
jtampoje. Stebékite elektroforezés eigg jjunge
UV lempg ant jrenginio.

UZduotis: pagal elektroforezés rezultatus jvertinkite
ar plazmidiné DNR buvo linearizuota.
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5. Linearizuotos plazmidés pBR322 DNR
perkirpimas nukleaze Cas9

!

5.1 Pagal pateiktg lentele pipete supilstykite

H20 CP S Cas Vv PK

lenteléje pateiktus méginius 1-3

Méginys 1 2 3
pBR32 | pBR322;, | pBR322jn
2iin + Cas9 | + Cas9

(- gRNR) | + gRNR

H20

(be 24 uL 23 uL 22 uL

nukleaziy)

CP

(buferinis 3 uL 3 uL 3 uL

tirpalas)

S

(susintetinta | O pL O uL 1uL

gRNR)

Cas9

nukleazé 0 pL 1pL 1uL

Maisykite lengvai tapSnodami
meégintuvélius ir inkubuokite 10 minugéiy
kambario temperaturoje

D
(Istiesinta
plazmidiné
DNR)

1L 1L

H20
(Be 2 uL
nukleaziy)

2 L 2 uL

Maisykite lengvai tapSnodami
meégintuvélius ir inkubuokite 10 minuéiy
37 °C temperatiiroje

PK

(Proteazé 1pulL 1puL 1pL
K)

Méginiy 31 L 31l 31 L
turis

Maisykite lengvai tapSnodami
meégintuvélius ir inkubuokite 10 minuéiy
kambario temperatiiroje

Mokiniy darbo eigos aprasas CRISPR
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6. Linearizuotos plazmidés (pBR322iin) DNR
perkirpimo Cas9 nukleazémis jrodymas
elektroforezés budu

6.1 Pipete jpilkite 8,5 pL i mégintuveéliy 1-3 |
naujus mégintuvélius, kuriuos taip pat
pazymékite skai€iais 1, 2 ir 3.

6.2 ] kiekvieng i$ naujy megintuvéliy jpilkite po
1,5 pL méginio suleidimo dazo (LB) ir
tapSnodami maisykite.

6.3 Atidarykite gelio kasete ir sudrékinkite
Sulinélius H2Oyist.

6.4 Pasalinkite vandens pertekliy popieriniu
rank$luosciu.

6.5 Pagal nurodytg schemg j gelio Sulinélius

pipete jpilkite

- 4 uL molekulinés masés zymens (M),
- 10 pL méginiy 1 - 3

M 1/11/2 1/3 2/12/2 2/3 3/13/2 3/3 4/1 4/2 4/3

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

6.6 Prijunkite FlashGel jrenginj prie maitinimo

Saltinio ir pradékite elektroforeze 180 V
jtampoje. Stebékite elektroforezés eigg jjunge
UV lempg ant jrenginio.

Uzduotis: pagal elektroforezés rezultatus

jvertinkite ar Cas9 nukleazé jvykdé
plazmidinés DNR kirpima.




