
S u b  p r o c e s s :
p l a s m i d  c o n s t r u c t i o n

P u r c h a s e  G o ,  C l " 7 0 1 T r a n s f o r m  i n t o
i n  p l a s m i d  f o r m

D i g e s t  p l a s m i d  →  D i g e s t  p l a s m i d
w /  G o  I

b a c t e r i a  + s e l e c t i o n

- 心 甾 ，

+  c u l t u r e

→  C u l t u r e  i n
L B  m e d i u m  →  P l a s m i de x t r a c t i o n

G E N E
A M P L I F I C A T I O N  :

L I G A T I O N : b a c k b o n e
→  m i x  t g t  ( l i g a t i o n )

ˋ ,

u s i n g  E c o  R l ,  H i n d 1 1 1

唱 。 ，  > R E →  。

C O L O N Y  P C R : P e r f o r m  P C R  o n
l i g a t e d  p l a s m i d

&  o r i g i n a l  b a c k b o n e

o r i g i n a l

P C R

p r i m e r  Ff o r  w ǐ ǐ d im e r

皆 品 " ě r p r i m e r - R

（
R u n  g e l  t o  c o n f i r m

p l a s m i d  i n  c o r r e c t  s i z e
）

→  l y  s e  b a c t e r i a  &
O b t a i n  p l a s m i d

r e v e r s e
p r i m e r

l i g a t e d  ( i f  s u c c e s s f u l )

f o r  w ǐ ǐ d im e r

•

G O  I P C R G o  I

l o n g e r  l e n g t h  t h a n

一

,  R u n  g e l  t o  c o n f i r m  P C R  p r o d u c t
o f  l i g a t e d  p l a s m i d  h a s  T  l e n g t h

→  t r a n s f o r m  i n t o
b a c t e r i a + s e l e c t i o n

→  p i c k  s o m e  c o l o n i e s

O B T A I N I N G
C O N S T R U C T E D  :  f o r  s u c c e s s f u l  c o l o n i e s  →  p l a s m i d  e x t r a c t i o n

P L A S M I D

C o n t i n g e n c y
p l a n :  d e t e c t i o n  o f

P S  M A  w /  p l a s m i d

P L A S M I D :  c o n s t r u c t  p l a s m i d s
P S  M A  p r o m o t e r  →  G F P

P S M  A  p r o m o t e r →  G l u e

1 0 0 %  P c a  w /  P S  M A  c e l l s

1 0 0 %  n o r m a l  c e l l s

U s i n g  p l a t e  r e a d e r ,  c h e c k  t h e  i n t e n s i t y  o f  l i g h t

T R A N S F E C T I O N :  t r a n s  f e c t  i n t o

R E S U L T S  :
O B T A I N I N G  e m i t t e d  b y  G F P &  G l u  C

u s i n g  l i p  o f  e t a  m i n e

C o n t r o l :

-  o n l y  m i x  p l a s m i d  w /  P c a  c e l l s  w h o
t r a n s f e c t i o n

一 ）  m a k e  s u r e 要 系 t r a n s f e c t e d ,  c e l l  先 会

p i c k  u p  p l a s m i d ， 先 会 e x p r e s s  G F P

↳  s h d  c o r r e l a t e  t o  c o n  c .  o f  P S M  A
↳  f o r  G l u e :  n e e d  t o  m i x  w /  a n o t h e r  r e a c t a n t  t o  p r o d u c e  l i g h t

A d v a n c e d  p l a n :
d e t e c t i o n  u s i n g  p o l y m e r

O h  P A  M A M  p o l y m e r

小 c y t o t o x i c i t y ,
e a s i e r  b i n d i n g  f o r

A t t a c h  P E G

a p  t a m e r

A t t a c h  a p t a m e r s  ( A l 0 - 3 . 2 ,
D u p - 1 )  o n  p o l y m e r

↳  b i n d  t o  P S M  A l - ) P c a  c e l l s

h i n d  t o  P S M  A
f o r  c h e c k i n g

P L A S M I D : c o n s t r u c t  p r o  b a s i n  p r o m o t e r +  G l u e  p l a s m i d s

A P  T A M E R
→  P O L Y M E R  " a  p g ǎ r ě ǐ i s d s  t o

p l a c e  B O D I  P Y  i n  p o l y m e r ,
B O  D l  P Y  s h o u l d  b e  l e a d  t o  c e l l s

E  g l o w s  i n s i d e  c e l l s  a t  入 ≈ 5 0 0 u m

→  c h e c k  w /  f l u o r e s c e n c e
m i c r o s c o p e

P L A S M I D
→  P O L Y M E R "

M i x  p l a s m i d s  +
p o l y m e r  →  s h a k i n g

c o n f i r m  p l a s m i d s  a r e  i n s i d e
p o l y m e r  b y  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s

P o l y m e r  r e a d y
( p r o d u c t  f o r  i  G E M )

D E T E C T I O N :

一 一 1 0 0 %  P c a  w / o  P S  M A  c e l l s

c o m b i n a t i o n s  o f  a b o v e

m i x  p o l y m e r s  w /

1 0 0 %  P c a  w /  P S  M A  c e l l s

一 一 1 0 0 %  P C  a  w / o  P S  M A  c e l l s
1 0 0 %  n o r m a l  c e l l s

c o m b i n a t i o n s  o f  a b o v e

理 论 上 ： n o  w e e d  t r a n s f e c t i o n

→
D e t e c t  i n t e n s i t y  o f  G l u e  p r o d u c e d

- Measure intensity at different time periods after the reaction has started
- Plot graph of intensity vs time to view when does the reaction peaks/

when does Gluc starts to decompose

a c t i v a t e s  i f  i n s i d e  p r o s t a t e  ( n o  n e e d  P S M  A )

s h o u l d  b e  b e t t e r  i f  w e  c a n  f o u n d  s e q u e n c e  o f  i t  ( ： 想 做 到 无 论 c a n c e r 有 有 P S M A 都 d e t e c t 到 ）

M r  F u n g  l e v e l  p l a n :

k i l l i n g  P c a  c e l l s

。

1  2  ( a q )

T E S T I N G  : p l a s m i d  C  p r o  b a s i n  p r o m o t e r  ⇒  C A S  P 3 ）

↗  W e  m o v e d  a w a y  f r o m  P D - L l  n a n o  b o d y  a s  i t  i s  h a r d  t o  p r o v e  t h a t

p r o t e i n  p r o m o t i n g  a  p o p  t o  s i s

→  t r a n s  f e l t  i n t o  P C  a t  n o r m a l  c e l l s  →  c o n f i r m  c e l l  c o n e . 小  C u n  c o n f i r m e d :  b y  m i c r o s c o p e  I  o t h e r  m e t h o d s ? ）

↳  c o n t r o l :  o n l y  m i x i n g  +  w h o  p l a s m i d

7  m o n i t o r  c e l l  l e v e lP O L Y M E R  : S y n t h e s i s e  a  p o l y m e r  w /  t h e  a b o v e  p l a s m i d  →  m i x  w i p  c a l  n o r m a l  c e l l s
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