CRISPR/Cas9 in-vivo genetinio modifikavimo, naudojant PGR, jrodymas
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DNR isskyrimas i§ bakteriju

Pavadinkite 3 uzsukamus
mégintuvélius S, C, D ir grupés
numeriu.

Homogenizuokite InstaGene-Matrix
kirpdami ir pipete jpilkite po 250 pl
j kiekvieng megintuvél;.

| Atkreipkite démesj, kad visuose

Tk 3 mégintuvéliuose turi biti pansus

€V InstaGene-perls kiekis.

Inokuliacijos kilpa paimkite mélyng kolonijg

iS KIX/ARA pradinés plokstelés.

Pasukiokite kilpg uzsukamame mégintuvelyje
S ir maiSykite 10 sekundziy.

Su sterilia kilpa paimkite mélyng kolonijg nuo
C léksteles.

Pasukiokite kilpg uZzsukamame mégintuvélyje
C ir maiSykite 10 sekundziy.

Su sterilia kilpa paimkite meélyng kolonijg nuo
D Iékstelés.

Pasukiokite kilpg uZsukamame mégintuvélyje
D ir maisSykite 10 sekundziy.

Inkubuokite 3 uzsukamus mégintuvélius 15
minuciy 56 °C.

Leiskite mégintuvéliams atvésti 2 minutes ir
maisykite 10 sekundziy.

Inkubuokite 3 uzsukamus megintuvélius 8
minutes 95 °C.

Leiskite mégintuvéliams atvésti 2 minutes ir
maisykite 10 sekundziy.

Centrifuguokite 3 mégintuvélius 2 minutes
12000 rpm greiciu.

PGR méginiy paruoSimas.
Pazymékit 5 PGR mégintuvélius: S, C, D, (+), (-).

] visus PGR mégintuvélius jpilkit 10 ul ,Master
Mix”, turin€io naujai pridéto pradmens (MMP).

10 pl supernatanto pipete iStraukite iS
uzsukamy S, C ir D mégintuvéliy j atitinkamus
PGR mégintuvélius.

Pipete jpilkit 10 pl teigiamos kontrolinés DNR j
(+)PGR mégintuvél;.

Pipete jpilkit 10 pl H.O neigiamai kontrolei |
(-)PGR mégintuvél].

Sumaidykite 5 PGR mégintuvélius
pipetuodami jtraukiant ir iSleidziant.

4  PGR procediira
4.1 |dékite 5 PGR megintuvélius j ciklerj.

KL‘ Atkreipkite démesj, kad kiekvienas
\ ,ﬁ@ mégintuvélis teisingai uzsuktas!
TV

4.2 Atlikite PGR vykdydami Sig temperatiros /
laiko programa:

Stop Temp., °C  Laikas Ciklas
Pradiné 94 5min  1x
denatdracija

Denatdracija 94 30sek 35x
Atskyrimas 62 30 sek

Sintezé 74 1 min

Galutiné sintezé 74 S5min  1x
Palaikymas 12 - Ix

Po PGR palaikykite ciklerio temperatirg ties

12 °C, kol prasidés gelio elektroforeze.

5 Gelio elektroforezé

5.1 Paruoskite 1 % agarozes gelj 1§ viso
35 ml TAE-bufferyje (1x).

5.2 Atvésinus agarozeés tirpalg iki 45 °C
(patikrinti ranka) jpilkite 3 pl GelRed.
Sumaisykite kratydami ir jpilkite agarozés
tirpalg j gelio elektroforezés vonele.

5.3 Sustingus gelio elektroforezés vonelé
pripildoma 280 ml TAE-buferio (1x) ir
iStraukite Sukas.

5.4 ] visus 5 PGR-méginius jpilkite 5 pl
elektroforezés buferinj tripalg ir iSmaidykite
pipetuodami jtraukiant ir iSleidziant.

5.5 Pipete j gelio Sulinélius jpilkite 10 ul, kaip
nurodyta Sioje lenteléje:

Takelis | Méginys

PGR méginys S

PGR meéginys C

PGR meéginys D
Teigiamas kontrolinis (+)
Neigiamas kontrolinis (-)

Zymeklis (MWR)

OO |IWINF

5.6 Gelio elektroforezé atliekama 130 V
(trukmé apie 15 minuciy).

Uzduotis:
Ivertinkite juostos modelj gelyje ir jvertinkite
lacZ geno biisena.



