Dtikaz pro CRISPR/Cas9 In-Vivo-Geneediting metodou PCR

2  Extrakce DNA z bakterii 4 Procedura PCR
2.1 Oznacte 3 zkumavky se Sroubavacim vickem 4.1 Umistste 5 PCR.- zkumavek do Cycleru (PCR
jako S (pro za¢atec¢ni petriho misku), dale C, D inkubatoru)
a Cislem vasi skupiny. '
( - - v
2.2 Homogenizujte InstaGene-Matrix r/;/ Saegi S;ch;iZ;’aa}by kaZdd zkumavka byla
a prepipetujte 250 ul do kazdé ze tfi oznacenych & 8 ’
zkumavek. - 4
N Dejte si pozor, aby viechny t7i zkumavky 4.2  Provedte PCR spusténim nasledujiho programu
(\/5{/% obsahovaly stejné mnozstvi InstaGene-perel. Conduct PCR bézicim dle nasledujici
2.3 Irﬁ&ulaéni smycCkou naberte modrou kolonii z teploty/Casu:
KIX/ARA-zacgatecni petriho misky.
Vlozte smyc¢ku do zkumavky S se Sroubovacim Step Temp.,°C  Time  Cycles
vitkem a michejte poklepananim o hranu stolu po Initial denature 4 Smin  1x
10 sekund. Denature 94 30sec  35x
Anneal 62 30 sec
2.4 Sterilni smy¢kou naberte modrou kolonii z pertriho Extend 74 1 min
misky C. ; . R .
Vlozte smyc¢ku do zkumavky C se Sroubovacim zma’ extension it o min x
x . . R lold 12 - 1x
vickem a michejte poklepavanim o hranu stolu po
10 sekund.
Po dokonéeni PCR udrzujte teplotu v cycleru
2.5 Sterilni smy&kou naberte bilou kolonii z petriho (PCR inkubatoru) na 12°C dokud nezacne gelova
misky D. elektroforéza.
Vlozte smyc¢ku do zkumavky D a michejte
poklepavanim o hranu stolu po 10 sekund. 5 Gelova elktorforéza
2.6 Inkubujte 3 zkumavky se Sroubovacim vickem 15 5.1 Ptipravte 1 % agarozovy gel v celkovém mnozstvi 35
minut na 56 °C. ml TAE-pufferu (1x).
Chladte zkumavky po 2 minuty a promichejte
poklepavanim o hranu stolu po 10 sekund. 5.2 Po ochlazeni agarozy na 45°C (backhand
testem) pridejte 3 pl GelRed.
2.7 Inkubujte 3 zkumavky se Sroubovacim vickem 8 Promichejte tfesenim a nalijte agarozovy roztok
minut na 95 °C. do prihradky gelové elektroforézy.
Chladte zkumavky po 2 minuty a promichejte
poklepavanim o hranu stolu po 10 sekund. 5.3 Po naliti roztoku naplite pfihradku gelové
elektroforézy 280 ml TAE-Pufferu (1x) a viozte
2.8 Odstredte v centrifuze vSechny 3 zkumavky po 2 hfeben.
minuty na 12000 otacek za minutu.
5.4  Pfidejte do kazdé z 5 PCR-vzorkl 5 pl
3. Priprava vzorkii pro PCR. nacitajiho pufru a promichejte pipetovanim.
3.1 Oznaéte 5 PCR-zkumavek jako: S, C, D, (+), 5.5 Prepipetujte do jamek v gelu 10 pl dle nasledujici
- tabulky:
()-
3.2 Prepipetujte do kazdé z PCR zkumavek 10pl Master Jamka | Vzorek
Mixu, obsahujici Eerstvé pfidany primer (MMP). 1 PCR Vzorek S
2 PCR Vzorek C
3.3 Prepipetujte 10 pl supernatantu (tekutiny and 3 PCR Vzorek D
sedimentem) ze zkumavek se $roubovacim vigkem 4 Pozitivni Kontrola (+)
S, C, D do nalezicich PCR-zkumavek. 5 Negativni Kontrola (-)
6 Marker (MWR)
3.4 Prepipetujte 10 pl pozitivni-kontroly-DNA do
(+)PCR zkumavky. 5.6  Gelova elektroforéza probiha pfi 130 V
Pfepipetujte 10 pl H20 pro negativni-kontrolu do (Trva zhruba 15 minut).
(-)PCR zkumavky.
Ukol:
3.5 Promichejte 5 PCR-zkumavek pipetovanim a nechte Vyhodnot'te fragmenty viditelné v gelu a odhadnéte stav genu
je na ledu dokud nezacne PCR. lacZ.



