Bevis for CRISPR/Cas9 In-Vivo-Genredigering med PCR
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Navngiv 3 skruelagsrer med
S (som start plade), C, D og jeres
gruppe nummer.

Homogeniser InstaGene-Matrix
ved at knipse rgret og pipettere
250 pli hver af de 3 navngivne rar.
§ Veer opmeerksom pd, at alle 3
Lo .
/ 'ﬂ@ ror indeholder samme meengde
o
T/

InstaGene-perler.
Opsaml en bla koloni fra KIX/ARA-start pladen
med et podenalsgije.
Hvirvl gjet i skruelagsrgr S og bland deti 10
sekunder ved at knipse raret.

Tag en bla koloni fra pladen C med et sterilt
gje.

Hvirvl gjet i skruelagsrgr C og bland det i 10
sekunder ved at knipse raret.

Tag en bla koloni fra pladen D med et sterilt
gje.

Hvirvl gjet i skruelagsrgr D og bland det i 10
sekunder ved at knipse raret.

Inkuber 3 skruelagsrer i 15 minutter ved 56 °C.
Lad rgrene kgle ned 2 minutter og bland det i
10 sekunder ved at knipse rgret.

Inkuber 3 skruelagsrgr i 8 minutter ved 95 °C.
Lad rgrene kgle ned 2 minutter og bland det i
10 sekunder ved at knipse rgret.

Centrifuger 3 rgr i 2 minutter ved 12000 runder
pr. minut.

Forberedelse af PCR preover.
Navngiv 5 PCR-rgr med: S, C, D, (+), (-).

Pipetter i hver PCR rgr 10 yl Master Mix
som indeholder frisk tilfgjet primer (MMP).

Pipetter 10 pl af supernatanten fra
skruelagsrgrene S, C, D i de
korresponderende PCR-rgr.

Pipetter 10 pl af positiv-kontrol-DNA i
(+)PCR rer.

Pipetter 10 pyl H2O som negativ-kontrol i
(-)PCR rar.

Bland 5 PCR-rar ved at pipettere op og ned,
og placer dem pa is indtil start af PCR.

4 Procedure af PCR

4.1 Placer 5 PCR-rgr i PCR-maskinen.

r‘ Veer opmeerksom pad, at hvert ror er
</4cg@ lukket ordentligt!
- /

4.2 Udfer PCR ved at kare den fglgende

temperatur/tids-program:
Step Temp., °C Time Cycles
Initial denature 94 5 min 1x
Denature 94 30sec  35x
Anneal 62 30 sec
Extend 74 1 min
Final extension 74 5 min 1x
Hold 12 - 1x
Efter PCR hold temperaturen af maskinen pa
12°C indtil gelelektroforesen starter.

5  Gelelektroforesen

5.1 Forbered en 1% agarose-gele i en samlet
volume af 35 ml TAE-buffer (1x).

5.2 Efter afkeling at agarose oplgsningen til
45°C (tjiek med bagsiden af handen) tilfgj 3 pl
GelRed. Bland ved at ryste og haeld agarose
oplasningen i gelelektroforese kammeret.

5.3 Efter oplgsningen far fast form, fyldes
gelelektroforese kammeret med 280 mi
TAE-Puffer (1x) og fiern kammen.

5.4 Tilfej 5 pl loadingbuffer til alle 5 PCR-
samples og bland ved at, pipettere op og
ned.

5.5 Pipetter 10 ul gele i brandene som pa den
falgende tabel:

Brgnd Prgve

1 PCR prgve S

2 PCR pragve C

3 PCR progve D

4 Positiv kontrol (+)
5 Negativ kontrol (-)
6 Marker (MWR)

5.6 Gelelektroforesen laves ved 130 V
(Varighed pa omkring 15 minutter).

Opgave:

Evaluer bandmensteret i gelen og estimer
lacZ genets status.



