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Tolkning og forklaring af resultaterne fra lacZ-CRISPR-
genediteringen

Inden der gas i gang med dette forsgg, skal resultatet fra lacZ-CRISPR-geneditering gennemgas en
gang til.

Tag pladerne frem og skriv kort ned, hvordan | kom frem til jeres resultat. Hvad skete der i de
enkelte trin?

Undersgg om de forskellige grupper i klassen har andre opfattelser af, hvad der er sket.

Jeres tolkning af resultater er baseret pa, hvordan de kolonier, der kommer frem, ser ud, hvilket er
en indirekte made at tolke pa, hvorvidt der reelt set har fundet en geneditering sted.
Bakteriekolonierne giver med andre ord kun et indirekte svar pa, hvad der er sket med lacZ-genet.
Hvordan vil man kunne underbyggen viden om, hvad der reelt set er sket med /lacZ-genet?

Ekstraktion af DNA fra bakteriekolonier og PCR

Nar der er foretaget en gen-editering med CRISPR, er det vigtigt at kunne verificere, at den
pageldende editering har fundet sted. Selv efter at Cas9 har skaret i DNA er det muligt for cellens
reparationsmekanismer at reparere den skarede sekvens. Til denne verificering bruges PCR.

Multiplex PCR
En standard PCR-reaktion amplificerer en bestemt nukleid-sekvens (en amplikon) ved brug af et
seet primere. | multiplex PCR amplificeres flere nukleotidsekvenser samtidig, ved at man benytter
en unik primer til hver nukleotidsekvens, som hver isaer er rettet mod en specifik DNA-sekvens.
Ved en efterfglgende gelektroforese adskilles de forskellige nukleotidsekvenser efter stgrrelse:

_ A unique primer set is included in the

reaction for each PCR target. If the
target is present, it will be amplified.
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Fig.1: Flere amplikoner, nukleotidsekvenser, dannet ved en multiplex PCR: Her har tre primer-par amplificeret nukleotidsekvenser
pa hhv. 1500, 500 og 900 bp.



Out of the Blue- Extension
Elevvejledning

Det er meget vigtigt at designe primerne korrekt sdledes, at der opstar tydeligt adskilbare
nukleotidsekvenser. Blandt andet er det vigtigt at alle de primersaet, der benyttes, kan binde til
DNA ved samme temperatur.

Multiplex PCR som redskab til at undersgge en genediterings resultat.

Efter lacZ-CRISPR-genediteringen har man et szt agarplader med hvide eller bla kolonier. Farven
pa kolonierne er en visuel made, der viser om lacZgenet er funktionelt eller ej. Multiplex PCR
bruges til at verificere de visuelle resultater pa DNA-niveau.

Det fgrste primersaet er designet til at finde lacZ, der ikke er modificeret. Den ene primer i
primersattet vil binde direkte til Cas9-klipningsomradet. Hvis klipningsomradet er blevet sendret,
vil primeren ikke binde. Hvis der IKKE har fundet en klipning sted, vil primerszttet danne
nukleotidsekvenser pa ca. 1100 bp.

Det andet primaersaet er designet, sa det finder det modificerede lacZ. Den ene primer vil binde til
den indsatte donor-skabelon-DNA: Hvis omradet var blevet korrekt repareret med donorDNA-
skabelonen, vil primerszettet danne nukleotidsekvenser, der er ca. 650bp lange.

Det tredje primersat opformerer et ikke-relateret omrade lzengere veek fra lacZ-genet som en
kontrol for at verificere, at der er kromosomalt DNA til stede i prgven. Hvis det kromosomale DNA
er blevet succesfuldt ekstraheret og PCR var vellykket, uanset om lacZ er modificeret eller ej, vil
dette primerseet give en ca. 350 bp lang nukleotidsekvens.

/ Cas9 target cut site

lacZ

Wild-type
lacZ lacz -—

~1,100 bp amplicon

PCR DNA insert
control
target

Edited
lacZ —
e —
~650 bp amplicon
E. coli
chromosome
PCR control —
target ~

—
~350 bp amplicon

Fig.2: Multiplex tagets
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Startspgrgsmal:
Udfyld tabel 1 med jeres resultater fra genediteringen og med jeres forventninger om, hvorvidt |
vil se de pageeldende amplikoner fra PCR.

Bakteriekolonier Amplikoner bp (forventede)

Plade Kolonier (farve) lacZ-genstatus (tolkning) 1100 650 350

IX/ARA

Plade C

Plade D

Tabel 1: Opsummering af resultater fra editeringen og forventede amplikoner.

A. Brug figur 2 til at skrive de resultater, | forventer.

B. Forklar hvorfor det er uteenkeligt at der bade dannes 1100bp og 650bp lange
nukleotidsekvenser i én enkelt reaktion i denne multiplex PCR?

C. Hvad kan der konkluderes om lacZgenet, hvis der kun dannes nukleotidsekvenser pa 350
bp?

D. Forklar, hvad der kan veere arsag til, at der mangler nukleotidsekvenser pa 350 bp.

Materialer

Pr. gruppe

Starter plate IX/ARA from the lacZ CRISPR Gene Editing Activity 1
Bacterial plate C from the lacZ CRISPR Gene Editing Activity 1
Bacteria plate D from the lacZ CRISPR Gene Editing Activity 1
InstaGene Matrix (1G) 1,3mL
Master mix plus primers (MMP) 80 pL
Positiv PCRkontrol DNA (+), med alle PCR targets 15 L
Negativ PCRkontrol (=), demineraliseret vand 15 uL
PCR rgr, 0,2 mL 7

1,5 mL koniske mikrocentrifugergr med skruelag 5
2-20 pL mikropipetter med spidser 1
100-1,000 pL mikropipetter med spidser 1
Holder til PCR rgr 1
Mikrocentrifugergrholder 1
Vortexer (hvis muligt)

Meerkningstuscher 1
Faelles

PCR-maskine med mindst 56 brgnde 1

Varmeblok eller vandbad 56°C

Varmeblok eller vandbad 95°C
Ultracentrifuge (med adaptorer til PCR-rgr)
Flyder til PCR-rgr
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Fremgangsmade

Ekstraktion af DNA

1. Maerk 5 skrueldgsmikrocentrifugergr med S, C, D1, D2
og D3.

2. Knips pa rgret med InstaGeneMix sadledes at alt er godt blandet.
Tilsaet 250 pL InstaGeneMix til hvert ror.

3. Med en pipettespids tages én bla koloni fra IX/ARApladen.
Sno spidsen rundt i S-rgret indtil alle bakterier er i
suspensionen.

4. Tag en ny pipettespids og tag én bla koloni fra C-pladen.
Sno spidsen rundt i C-rgret indtil alle bakterier er i
suspensionen.

5. Tag en ny pipettespids og tag én hvid koloni fra D-pladen.
Sno spidsen rundt i D1-rgret indtil alle bakterier er i
suspensionen.

6. Gentag trin 5 og overfgr med en ny pipettespids én hvid
koloni til D2 og en hvid koloni til D3.

7. Sorg for at alle rgr er helt lukkede og knips eller vortex
rerene i mindst 10 sekunder for at sikre at alt er blandet
godt.

&

i
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8. Inkubér rgrene i 15 minutter ved 56°C

15 min at 56°C

9. Lad rgrene kgle let. Knips eller vortex rgrene
i mindst 10 sekunder for at blande. <o

10. Inkubér rgrene i 8 minutter ved 95°C ' ' ' ' '

8 min at 95°C

11. Lad rgrene kgle let. Knips eller vortex rgrene

i mindst 10 sekunder for at blande.

Stoppunkt:
Der kan stoppes her og prgverne kan stilles i kgleskab til der fortsaettes naeste dag

12,000 x g
for 2 min

12. Centrifuger rgrene ved 12000rpm i 2 minutter eller
ved 6000 rpm i 5 minutter.



Out of the Blue- Extension
Elevvejledning

PCR

13. Maerk 7 PCR-rgr med S, C, D1, D2; D3, (+) og (-)
samt initialer.

14. Tilseet 10 pL MasterMix plus primere (MMP) til
hvert rgr.

15. Idet der bruges en ny pipettespids til hvert rgr
overfgres 10 plL supernatant fra hvert af de 5 skruelags-

mikrocentrifugergr til det tilsvarende maerkede PCR-rgr.

Der ma IKKE overfgres MasterMixperler (Matrix) -
perlerne i matrix vil stoppe PCR-processen.

16. Med en ny pipettespids overfgres 10 L positiv
PCRkontrol DNA (+) til PCRrgret maerket (+).

17. Med en ny pipettespids overfgres 10 pL negativ
PCRkontrol DNA (-) til PCRrgret meerket (-)

18. Sgrg for at alle rgr er lukkede og placer dem i
PCR-maskinen.

19. Nar alle holds prgver klar startes PCR-reaktionen:

Supernatant

Matrix




Out of the Blue- Extension
Elevvejledning

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

Gelelektroforese og visualisering

Nar PCR--processen er feerdig, adskilles produkterne ved hjelp af gelelektroforese og
efterfglgende farvning for at visualisere resultatet.

Indledende spgrgsmal:

A. Med udgangspunkt i jeres svar i tabel 1 skitseres det forventede resultat pa tegningen af
en gel herunder:

( ) ( ) ) ( ) ] ( ) C ) C )
Brgnd | Prgve
1 MWR (molekyllineal)
2 Positiv kontrol (+)
1,000 bp | om— 3 S

700 bp | o

500 Op | em— 4 c
5 D1

200 bp | =— 6 D2

100 bp | e 7 D3
8 Negativ kontrol (-)

B. Hvordan kan | se, at PCR-processen er forlgbet godt?
C. Hvordan kan | bruge PCR-resultatet til at se, at | har ekstraheret DNA?

D. Forklar hver kontrolprgves formal.
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Fremgangsmade:

Materialer
pr. gruppe
PCR prover (S, C, D1, D2, D3, (+), (-) 7
Molecular weight ruler (MWR) 15 uL
Loading dye (LD) 40 pL
1% agarosegel med 8 brgnde 1
0,25x TAE elektroforesebuffer 300 mL
Evt. Fast Blast 100x 50 mL
Vandret gelelektroforesekar 1
Powersupply

2-20 pL mikropipette med spidser
Gelfarvekar

N

Faelles
Ultracentrifuge
UView eller Loading Dye og Fast Blast

Prgverne sattes pa gelen
1. Centrifuger prgverne kortvarigt for at sikre, at

indholdet er samlet i bunden. Man kan ogsa banke
reret i bordet.

5 uL loading dye (LD) til hvert rgr. Pipetter forsigtigt op

og ned for at blande. o ®U

3. Placer en 1% TAE-gel i elektroforesekarret. Husk at
brgndene skal vaere i den negative ende.

2. Idet der skiftes pipettespids ved hver nyt rgr tilsettes @‘i

4. Fyld karret med TAE-buffer, sa gelen er deekket med
2mm buffer.

5. Szet prgverne pa - husk at tage en ny pipettespids for
hver prgve.

Brgnd Prgve Volumen pL
1 MWR (molekyllineal) 20
2 Positiv kontrol (+) 15
3 S 15
4 C 15
5 D1 15
6 D2 15
7 D3 15
8 Negativ kontrol (-) 15
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6. St kablerne korrekt i stremforsyningen (rgd til red
og sort til sort).

7. Tend for elektroforesen og kgr det antal minutter
leereren siger.

8. Flyt forsigtigt gelen over i farvekarret.

=

9. Farv og affarv.

Fortolkning af resultaterne

10



