Harmonogram cviceni z genového inzenyrstvi — Jaro 2020
Teorie ke ¢tyfem uloham bude probirdna ve dnech 11.3., 18.3., 25.3. 2 1.4.2020 (stfedy), od 10do 12 h v

uéebné A25/209. Potfebné pomticky: notebook. U&ast povinna.
Priprava fuzniho
Klonovani endolyzinu CRISPR/Cas10 inaktivace faga CRISPR/Cas9 editace E. coli proteinu s GFP

Pfiprava kompetentnich
bunék E. coli pro
klonovani (DH5.a S.
aureus (RN4220)

Pfiprava kompetentnich
bunék E. coli pro
klonovani (DH5.a pro
expresi (BL21)

Pfiprava kompetentnich
bunék E. coli pro
klonovani (Top10F’) a
pro expresi (BL21)

Pfiprava kompetentnich
bunék E. coli pro
. klonovani (Top10F’) a
4.
3 (pa) pro expresi (BL21)

Nastépeni
vektoru pCN51

Vystépeni
genu pro GFP

Nastépeni
vektoru pET28

PCR genu pro
endolyzin

Nastépeni vektoru

p‘s9_T7

Nastépeni vektoru
pET28_SH3

Spajeni oligo Spajeni oligo

Purifikace
vektoru kitem

Defosforylace
vektoru

Defosforylace
vektoru

Precisténi
produktu

Defosforylace
vektoru

Precisténi
produktu, Stépeni

8.4.(st)

Extrakce z gelu Extrakce z gelu Kontrolni elfo Extrakce z gelu Extrakce z gelu Elektroforéza

Ligace Ligace Ligace Ligace

Transformace do E. coli Transformace Transformace

15,4,(5'[) Transformace

Izolacne rel,<omb. et el ste,penl Colony PCR Elektroforéza Colony PCR Elektroforéza Colony PCR Elektroforéza
vektoru lyzi varem elektroforéza
174(pa) e CTEeEs Elektroporace do PFeockovani
expresnich bunék S.aureus RN4220 pSpcl
22 .4. (St) PFeockovani PFeotkovani Preockovani Indukce exprese
24.4 (pa') Funkéni test citlivosti bunék Funkéni test citlivosti bunék Sonikace a purifikace Fizniho
Y S. aureus k endolyzinu S. aureus k fagim 812 a 812a proteinu na FPLC

Indukce exprese
Hodnoceni plak Ptiprava mikroskopického
preparatu a mikroskopie

Funkéni test PAGE a
zymogram

Fluorescencni mikroskopie
bunék s GFP

29.4 (st)



