HARMONOGRAM PRAKTIK Z GENOVEHO INZENYRSTVIi 2010

DEN CAS Uloha I. Izolace restrikénich endonukleaz Uloha II. Klonovani v pBluescript | Uloha lIl. Klonovani v pSP72
( 9:00-10:00 ¢ teorie, seznameni se s jednotlivymi experimenty
310:00-10:303 zalozeni PCR-HSP60 (modifikace koncu inzertu)
;10:30-11:00; Zahajeni centrifugace bunék
! ! zalozeni Stépeni vektorové DNA zalozeni Stépeni vektorové DNA
!11:00-11:30! - prazdny pBluescript (EcoRI+BamHI) - pBluescript s endolyzinem (Kpnl+Sacl)
f | Zvazeni vytézku bunék - expresni vektor pSP72 (Kpnl+Sacl)
ill:BO-lB:OC! Céasteéné étépe.nl' bun&éné stény
. 7 Sonikace
E?nSdig / E centrifugace restriktaz
o !13_00_14_00! srazeni DNA streptomycinem
! ' ' ! pfiprava dialyza¢ni hadice priprava standardniho agarézového gelu priprava preparativniho agarézového gelu
f | OBED
f 14:00.15: ooi precisténi a tépeni produktu PCR (EcoRI+BamHI)
f ! centrifugace vysrazené DNA defosforylace pSP72
i15:00-16:00i precisténi nastépeného plazmidu a produktu PCR
’ ’ preneseni restriktaz do dialyza¢ni hadice preparativni elektroforéza inzertu a vektoru
!16:30-17:30! elektroforéza preciSténé DNA izolace vektoru (pSP72) a inzertu z gelu
utery ! 8:00-9:00 f pfiprava liganich smési uloha Il priprava liga¢nich smési uloha IlI
18510 ( ~ T vyména dialyzaéniho roztoku
{ 8:45-9:15 { dokongeni izolace restrikénich endonukleaz
/ i rozplnéni do alikvot transformace do bunék TOP10F' transformace do bunék JM109(DE3)
! 9:15-10:45 : naliti misek LBA+Amp+IPTG+xGal naliti misek LBA+Amp
! ! teplotni Sok a inkubace teplotni Sok a inkubace
!10:15-10:30! naneseni kontrolnich gelt
i10:45-11:00i vysev na selekéni médium vysev na selekéni médium
{11:00-12:00{  zaloZeni restrikéniho &tépeni fagové DNA
i 8:00-8:30 : priprava agar6zoveho gelu
Stvrtek 8:30-9:40 : precarkovani transformant na selekéni padu
20.5.10 ! ' ' ! zaloZeni funkéniho testu=prerazitkovani
! 9:40-10:00! elektroforéza nastépené fagové DNA transformant na padu LBA+Amp+IPTG
, | 8:00-8:30 | izolace metodou lyze varem zaloZeni inkubace s chloroformem
Zzé;i(o i 8:30-10:00! Vystépeni inzertu EcoRI a BamHI preliti ploten usmrcenymi burfikami S.aureus

1 ¢ vyhodnoceni gelu a Uspésnosti izolace restriktaz

elektroforéza DNA, vysledek bude k dispozici v Po

vyhodnoceni funkéniho testu




