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1. Syntéza gRNA
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1.1 Napipetujte nasledujuce ginidla do prazdne;j
mikroskdmavky S pre syntézu gRNA:

Mikroskimavky Obsah Objem

H-0O H2O bez nukleédzy 16 pL

NTP NTP zmes timivych 10 pL
roztokov

D dvojzavitnicova DNA 2 pL

T7 T7 RNA polymeraza 2 uL

Vysledny objem (S) 30 uL

1.2 Na slepy pokus pre syntézu gRNA,
napipetujte 5 yL z vasej mikroskimavky S do
novej mikroskiumavky s oznacenim Sy a
poloZte ju do ladu.

1.3 Inkubujte vasu mikroskumavku S pri
37°Cnalh.

2. Kontrola produkcie gRNA gélovou
elektroforézou

2.1 Otvorte gélovu kazetu a navlhcte jamky
kazety s destilovanou H;O.

2.2 Odsajte prebytoCnu vodu papierovymi
utierkami.

2.3 Napipetujte 5 pL z mikroskimavky s gRNA-
syntézou (S) do novej mikroskimavky s
oznacenim Sy a vasim Cislom skupiny.
Nechajte mikroskimavku (S) v lade.

2.4 Do oboch mikroskimaviek Sy a Su
napipetujte 1 pL timivého roztoku (LB).

2.5 Pipetujte podla nasledujucej schémy
6 pL gRNA-syntézy z mikroskimaviek Su —
Stys a do dvoch jamiek Sy
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2.6 Napojte FlashGel systém do elektrickej siete
a zacnite elektroforézu na 180V.
Pozorujte priebeh elektroforézy pouzitim UV
lampy.

ULOHA: Vyhodnotte syntézu gRNA vo vasom
geli.

Ziacky protokol CRISPR
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3. Restrikéné stiepenie plazmidu pBR322
na linearny plazmid

3.1 Napipetujte reaktanty pre restrikcné stiepenie

do prazdnej mikroskimavky s oznacenim D:

AT

Mikroskimavky Obsah Objem

H20 H.O bez 15 pyL
nukleazy

P pBR322 (2,5ug) 5L

RE Pstl (2,5 2.5 puL
jednotky)

RE-P 10x Restrik¢ny 2.5 pL
timic

Vysledny objem (D) 25 uL

3.2 Inkubujte vasu mikroskumavku D pri 37 °C,
15 min.

4. Dokaz restrikéného Stiepenia
pomocou gélovej elektroforézy

4.1 Otvorte gélovu kazetu a navlhcte jamky
kazety destilovanou H-O.

4.2 Odsajte prebytonu vodu papierovymi
utierkami.

4.3 Napipetujte na slepy pokus 1 pL timivého
roztoku (LB), 1 pL kruhového
nerozstiepeného plazmidu (P) a 4 yL H>O do
novej mikroskimavky (C).

4.4 Pre potvrdenie uspesného stiepenia
napipetujte:

1 pL timivého roztoku (LB), 1 pL H>O a

4 pL restrikCnych enzymov z mikroskumavky
D do novej mikroskumavky (R).

Nechajte mikroskumavku (D) v lfade.

4.5 Pipetujte podla nasledujucej schémy do
kazdej jamky:

- 4 pL marker (M),
- 6 uL kruhov nerozstiepeny plazmid (C)
- 6 pL roz8tiepenych vzoriek (R)
zo vSetkych 8 skupin R1 — R8 do jamiek v
géli:
M C R1IR2 R3R4ACR5R6 R7TR8 C M

4.6 Napojte FlashGel systém do elektrickej
siete na 180V. Pozorujte priebeh
elektroforézy pouzitim UV lampy.

ULOHA: Vyhodnotte restrikéné Stiepenie
plazmidov pBR322 pomocou Pstl v géli.
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nukledazou Cas9

H:0  ¢p S Cas Y PK

5.1 Napipetujte vzorky 1 — 3 podfa nasledujucej
tabulky:
Vzorky 1 2 3
pBR322in pBR322iin pBR322iin
+ Cas9 + Cas9
(- gRNA) + gRNA
H20
(bez nukleazy)

CP
(pufor) 3 UL 3 L 3L

S

gngzwstlzovan 0 HI— 0 Ul— 1 UL
Cas9

Nukleaza 0 pL 1pL 1L

24 uL 23 uL 22 uL

Premiesajte roztok v mikroskiumavke pomocou
klepania a inkubujte pri izbovej teplote 10 min.

D

glgzz;ﬂ%r;eny 1L 1puL 1puL
H20

(bez nukleazy) 2 uL 2 uL 2 uL

Premiesajte roztok v mikroskimavke pomocou
klepania a inkubujte pri izbovej teplote 10 min.

PK

(Proteaza K) 1 HL 1 Ul— 1 HL
Objem 31 uL 31 uL 31 uL
vzorky

PremieSajte roztok v mikroskiimave pomocou
klepania a inkubujte pri izbovej teplote 10 min.

Ziacky protokol CRISPR

5. Stiepenie linearneho plazmidu pBR322 6.
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Dékaz stiepenia linearneho plazmidu
(pBR322iin) Cas9 pomocou gélovej
elektroforézy

1 Napipetujte 8.5 uL z vasich Stiepenych
vzoriek 1 — 3 do 3 novych mikroskimaviek a
oznacte mikroskumavky 1, 2 a 3.

2 Do kazdej z novych 3 mikroskumaviek
pridajte 1.5 pL timivého roztoku (LB)

a premiesajte.

3 Otvorte gélovu kazetu a navlhcte jamky
kazety s destilovanou H;O.

4 Odsajte prebyto¢nu vodu papierovymi
utierkami.

.5 Pipetujte podla nasledujucej schémy do

kazdej jamky
- 4 uL marker (M),
- 10 uL z vasich vzoriek 1 — 3.

M 1/11/2 1/3 2/12/2 2/3 3/1 3/2 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 Napojte FlashGel systém do elektrickej siete

na 180V. Pozorujte priebeh elektroforézy
pouzitim UV lampy.

ULOHA: Vyhodnotte $tiepenie nukleazou

Cas9 v géli.




