Dowody na edycje genu CRISPR/Cas9 in vivo metoda PCR

2 Ekstrakcja DNA z bakterii

2.1 Oznacz 3 zakrecane probdwki literami
S (dla pierwszej szalki), C, D i
numerem grupy.

2.2 Zhomogenizuj InstaGene-Matrix
poprzez pobranie pipetg 250 pl i
zakroplenie kazdej z 3 oznaczonych
probéwek.

Zwro¢ uwage, aby wszystkie 3
probowki zawieraty podobng ilos$¢
InstaGene-perli.

2.3 Za pomocg ezy, pobierz niebieskg kolonie
z szalki Petriego oznaczong KIX/ARA.
Zamieszaj ezg w probdéwce oznaczong
literg S, mieszaj przez 10 sekund,
pstrykajac.

2.4 Za pomocg sterylnej ezy pobierz
niebieska kolonie z ptytki C.
Zamieszaj ezg w probdwce oznaczonej literg
C i mieszaj przez 10 sekund, pstrykajac.

2.5 Za pomocg sterylnej ezy pobierz biatg
kolonie z ptytki D. Zamieszaj ezg w probéwce
oznaczonej literg D i mieszaj przez 10
sekund, pstrykajgc.

2.6 Inkubuj 3 probdéwki z zakretkg przez
15 minut w temperaturze 56°C. Pozostaw
probowki do ostygniecia na 2 minuty i mieszaj
przez 10 sekund, pstrykajgc.

2.7 Inkubuj 3 probéwki z zakretkg przez 8
minut w temperaturze 95°C. Pozostaw
probdwki do ostygniecia na 2 minuty i mieszaj
przez 10 sekund, pstrykajgc.

2.8 Wtéz do wiréwki 3 probéwki i pozostaw do
wirowania przez 2 minuty przy 12000 obrotéw
na minute.

3. Przygotowanie probéwek PCR

3.1 Oznacz 5 probéwek do PCR etykietami:
S, C, D, (+), (-).

3.2 Pobierz pipetg do kazdej proboéwki PCR
10 yl Master Mix zawierajgcy swiezo dodany
starter (MMP).

3.3 Pobierz pipetg 10 pl supernatantu z
probéwek z zakretkg S, C, D do odpowiednich
probéwek PCR.

3.4 Pobierz pipetg 10 ul DNA stanowigcego
kontrole pozytywng w probowce (+)PCR.
Pobierz pipeta 10 pl H20 do kontroli
negatywnej w probéwce (-)PCR.

3.5 Wymieszaj 5 probéwek PCR, pipetujac
w goére i w dot, i umiesc je na lodzie do czasu
rozpoczecia PCR.

4. Procedura PCR

4.1 Umiesc¢ 5 probowek PCR w Cyklerze.

Zwroc¢ uwage, aby kazda probowka
byta prawidtowo zamknieta!

4.2 Przeprowadz reakcje PCR, uruchamiajgc
nastepujgcy program temperatura/czas:

Step Temp., °C Time Cycles
Initial denature 94 5 min 1x
Denature 94 30 sec 35x
Anneal 62 30 sec

Extend 74 1 min

Final extension 74 5 min 1x
Hold 12 - 1x

Po PCR utrzymywac temperature cyklera na
poziomie 12°C az do rozpoczecia
elektroforezy zelowe;.

5 Elektroforeza Zelowa

5.1 Przygotowac¢ 1% zelu agarozowego w
catkowitej objetosci 35 ml buforu TAE (1x).

5.2 Po ochfodzeniu roztworu agarozy do
45°C (test backhandowy) doda¢ 3 ul GelRed.
Wymieszaj przez potrzgsanie i wlej roztwor
agarozy do komory Zzelowej do elektroforezy.

5.3 Po zestaleniu Zzelu, komore do
elektroforezy napetnij 280 ml
TAE-Puffer (1x) i wyciggnij grzebieh.

5.4 Do kazdych 5 prébek PCR dodac¢ 5 pl
buforu fadujgcego i wymieszag¢, poruszajac
pipetg w gore i w doét .

5.5 Przenie$ pipetg 10 pl zelu do dotkdw, jak
w ponizszej tabeli:

Bodziec | Probka

1 Probka PCR S
Prébka PCR C
Probka PCR D

Pozytywna kontrola (+)

Kontrola negatywna (-)

Znacznik (MWR)

O g~ WOWDN

5.6 Elektroforeze zelowg przeprowadza sie przy
130 V (czas trwania okoto 15 minut).

Zadanie:
Ocen wzdr prazkdéw w zelu 1 oszacuj
status genu lac Z.



	Zwróć uwagę, aby wszystkie 3           probówki zawierały podobną ilość     InstaGene-perli.

