Protokol k modifikaci DNA pomoci metody
CRISPR/Cas9

Kultury a zivné pudy:
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Modifikace pomoci CRISPR/Cas9
Napipetujte 250 pL ledové studeného
transformacniho roztoku (TS) do vSech 4
zkumavek oznacenych pismeny A — D. Poté
umistéte vSechny 4 zkumavky zpét do ledu.

Inokulaéni smyckou naberte 5 kolonii E. coli z
KIX- petriho misky. Michejte smy¢kou ve
zkumavce A dokud nebudou vSechny bakterie v
transformacnim roztoku. Zadna bakterie by na
smyc¢ce neméla zustat.

Tento krok zopakujte s novou inokulaéni
smyckou ve zkumavce B. Obé zkumavky ulozte
zpatky do ledu.

5 colonies

Inokulaéni smyc¢kou naberte 5 kolonii E. coli z
KIX/Ara - petriho misky.

Michejte smyckou ve zkumavce C dokud
nebudou v§echny bakterie v transformacnim
roztoku. Zadna bakterie by na smyé&ce neméla
zUstat.

Tento krok zopakujte s novou inokulaéni
smyckou ve zkumavce D. Obé zkumavky ulozZte
zpatky do ledu.

Napipetujte do zkumavek A a C 10 uL pLZDonor
plasmidu (pD) a promichejte je pipetovanim
nahoru a dold. Okamzité umistéte ob& zkumavky
zpét do ledu.
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Napipetujte do zkumavek B a D 10 pL pLZDonor
guide plasmidu (pDG) a promichejte je
pipetovanim nahoru a doll. Okamzité umistéte
obé zkumavky zpét do ledu.

Ponechejte zkumavky A-D v ledu po dobu
10 minut.

Provedeme tepelny Sok studenych zkumavek
A-D umisténim do vodni Iazné na 50 sekund pfi
teploté 60 °C.

Heat shock
60°C for exactly 50 sec

Okamzité umistéte vSechny 4 zkumavky do ledu
na 2 minuty.

Napipetujte do vSech 4 zkumavek A-D 250 L
LB zivného média a promichejte lehkym
cvrnkanim do zkumavky. Dejte inkubovat tyto 4
zkumavky na 20 minut pfi pokojové teploté.

250 ul

1.10 Pobliz okrajii oznaéte spodky 4 KIX/SPT
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selekénich ploten pismeny A-D a &islem vasi
skupiny.

QOO

Resuspendujte (znovu rozpustte) bakterie ve
zkumavce A lehkym potukavanim o hranu
stolu.

Napipetujte 50 pL ze zkumavky A na misku A a
rovnomé&rné rozprostrete tekutinu pomoci
Drigalského Spachtle. V priibéhu misku
nékolikrat otocte.

Zopakujte kroky 1.11 a 1.12 se zkumavkami B,
C a D a miskami B, C a D.

1.14 Dejte inkubovat misky oto&ené vzhiiru nohama

na 24 hodin na 37°C.

Vyhodnoceni experimentu

1. Zkontrolujte, jak se vaSe misky zbarvily.

2. Vysvétlete modrou a bilou barvu kolonii na riznych
miskéach.



