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Conception et caractérisation d’un dispositif
de controle de la production de nanofibres

Contexte

La biologie de synthese est basée sur I'assemblage de composants génétiques a I'exemple de I'assemblage des
composants électroniques d’une tablette. Cette révolution dans la maniére de concevoir et produire dans une usine
vivante s’appuie sur trois piliers qui ont fait leurs preuves dans de nombreux domaines d’ingénierie : la conception
assistée par ordinateur, la standardisation et I'abstraction. Elle permet de produire plus vite, plus efficacement et
a moindre co(t.

Pour illustrer cette approche, nous allons nous intéresser a la production de fibres amyloides. Ces fibres sont
produites naturellement par les microorganismes. Elles protegent les cellules vivantes des agressions
environnementales sans empécher les échanges vitaux avec le milieu. Ces fils naturels sont formés de composants
unitaires a I'image des perles d’un collier. Chaque composant, ou perle, est codé par une séquence d’ADN sur
laquelle peuvent étre greffés des implants conférant a la perle de nouvelles propriétés et fonctionnalités aux
applications infinies (ex : capture de métaux ou de polluants, diagnostic sur molécules excrétées, libération de
molécules soins ou protectrices).

La conception desimplants et leur greffe sur les séquences d’ADN naturelles utilise la biologie de synthéese. Dans
une premiére étape, nous allons caractériser un promoteur fort permettant de contréler la production d’une fibre
amyloide par un simple changement de température : le promoteur curli est en position ON a 30°C et OFF a 37°C.
Pour cela, un géne rapporteur conférant la capacité de fluorescence sera placé sous controle de ce promoteur en
comparant deux méthodes : 1) design in silico et 2) clonage SLIC.

Objectifs du TP

e Mettre en ceuvre la démarche expérimentale pour contréler la qualité d’un plasmide contenant une
construction ADN d’intérét commandé a un prestataire.

e  Réaliser la bioamplification de I’ADN réceptionné. Analyser in silico les données de séquencgage ADN fournies
par le prestataire.

e  Réaliser la tenue d’un cahier de laboratoire. Lors de ces travaux pratiques, votre mission sera de comparer
I’option synthétique (conception in silico de la construction ADN et appel a un prestataire pour la synthétiser)
a I'option « wet lab » (amplification PCR et clonage en laboratoire du produit PCR) en terme d’efficacité,
pénibilité et colt.



Agenda

JOUR1

8h-12h

e Topo introductif, visite de la plateforme Microbiologie

e  Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance, compétence chimique vs électrocompétence,
sélection des transformants

e Contrdle qualité du processus de transformation : notion de témoins (positif et négatif)

e Préparer la manipulation : établir un logigramme, liste du matériel et des appareils nécessaires, localisation et
disponibilité

e Tenir son cahier de laboratoire : quelles informations ?
Mise en culture des souches n°1 (MC4100 ompR234) ou n°2 (NM522) pour la transformation

Préparation des cellules compétentes, transformation avec pCGS04 prestataire

® Analyse de la séquence ADN fournie par le prestataire. Comparaison de séquences a |'aide du logiciel Serial Cloner
pour identifier et vérifier la séquence du plasmide et du gene d’intérét. Eléments remarquables (génes de
résistances aux antibiotiques, origine de réplication...). Cartographie de restriction. Mettre en ceuvre la démarche
expérimentale pour le contréle de la qualité de la séquence d’ADN fournie.

® Température et milieux de stockage de I’ADN (eau, TE)

® Méthodes d’analyse de I’ADN : séparation sur gel d’agarose (parametres clé : concentration d’agarose, type de
tampon, voltage) et préparation des échantillons a déposer (solution de dép6t)

® Parameétres clés dans la digestion de ’ADN (appariement tampon/enzyme, pipetage de solutions visqueuses,
température et temps d’incubation)

Digestions enzymatiques de controle (pCGS04=pSB1K3-Pcurli-RBS-GFP (KanR) a digérer par EcoRl et Pstl, analyse
des conditions de double digestion, controles simples digestions.

® Remplir le cahier de laboratoire

Coulage d’un gel d’agarose a 0,7%

Migration des plasmides digérés et non digérés sur gel d’agarose

® Prise en main du systeme d’imagerie et d’analyse Chemidoc : marqueurs de taille, estimation de la taille des
fragments de restriction, quantification de la quantité d’ADN.

LIR évélation de I’ADN grace au bromure d’ethidium. Lecture au Chemidoc

® Analyse du gel (ADN superenroulé, cercle ouvert vs linéaire, nombre de fragments = nombre de site de restriction)

14h-18h

Principe de la PCR

Controle de la qualité de la PCR : notion de témoin positif et négatif
Optimisation de la réaction de PCR : réle du MgClz, température d’hybridation, ratio matrice/amorces
Conception (design) des amorces
Réaction de PCR sur ADN génomique (MC4100 1puL) ou p50 (=pCSG4 ApR 1uL), contréles
Mise en culture des transformants issus de la transformation effectuée a J1. Notion de collections.

Remplir le cahier de laboratoire



JOUR 3

8h-12h

® Préparation de I'analyse sur gel de la réaction de PCR
Principe d’extraction de I’ADN plasmidique, kits commerciaux

Coulage gel d’agarose a la concentration appropriée pour la détection du produit de PCR.

Coulage gel d’agarose a la concentration appropriée pour I'analyse des plasmides amplifiés in vivo

Miniprep ADN plasmides amplifiés in vivo
® Scale-up (mini, midi, mega Prep)

14h-18h
Digestion enzymatique de I’ADN des minipreps
Migration des ADN digérés et non digérés sur gel d’agarose
Révélation bromure d’éthidium et lecture Bioprofil ou Chemidoc

Migration des produits de PCR et des controles

(]
® Analyse des gels
[ ]

Remplir le cahier de laboratoire

JOUR4

8h-12h

® Principe de clonage, méthode SLIC

® Test fonctionnel : définir I'approche expérimentale pour tester la fonctionnalité du pCGS04 commandée au
prestataire

® Clonage SLIC: détermination des quantités d’AND insert (produit de PCR) et vecteur (plG57= pSB1K3-RBS-GFP,
KanR) au Nanodrop et sur gel d’agarose, préparation du mix réactionnel. Digestion Ecorl du plG57.

® Mise en culture pour la transformation

14h-18h

® Préparation des cellules compétentes, transformation, étalement sur milieu sélectif]

® Larégulation de I'opéron curli

Mise en culture pour test fonctionnel du promoteur d’intérét en cinétique

Prélevements réguliers pour dosage GFP
Les genes rapporteurs GFP et leurs dérivés
Les fusions de transcription

Dosage GFP sur boites au Chemidoc

Dosage des prélévements effectués au cours du matin au fluorimetre Chameleon

14h-18h

® Prélevements et dosages de I'apres-midi

Remplir le cahier de laboratoire

[ ]
® Analyse de la cinétique d’expression du promoteur curli en fonction de la température (30°C ou 37°C)
® Bilan final



http://bioenfapesp.org/bssb/images/bssb/DNA_Lab_website.jpg

Liste des réactifs et produits

Bactéries et ADN

Plasmide PCGS04 portant la construction PCurli (intergénique=700bp)-GFP dans pUC57 (KanR)
Plasmide plG57=TP57 portant la construction RBS-GFP dans pSB1K3 (KanR)

ADN génomique d’Escherichia coli productrice des nanofibres curlis

Souche n°1 d’Escherichia coli MC4100 ompR234 malT::Tn10 (TetR) = TP74

Souche n°2 d’Escherichia coli NM522 (aucune résistance) = TP60

Réussir une digestion enzymatique

tampon de réaction 10X (frigo), enzyme de restriction Biolabs NEB (-20°C), eau ultrapure stérile (réserve)
Réussir une PCR

tampon de réaction, MgCl2, amorces, Taq polymérase (-20°)

Réussir une transformation

TSS (4°C), LB (réserve), boite milieu riche avec antibiotique= GL (frigo)

Réussir un gel d’agarose et une migration

TBE, agarose prépesé 2g (salle électrophorese)

Réussir une extraction d’ADN plasmidique

kit d’extraction Mascherey Nagel (4°C), TE stérile (tris 10 mM EDTA pH 8
1mM)
Réussir le clonage SLIC é % D

PCR : PrimeSTAR Max DNA Polymerase
Pstl
Boites GL Kan



Les recettes
secretes



Gel d’agarose et électrophorese

Principe

Ce type de gels permet de séparer différents fragments d"ADN linéaires. La séparation des fragments d'ADN se
fait suivant leur taille par migration dans un gel d'agarose ( 4 0,7% pour des fragments de 05 kb a 15 kb environ). La
migration se fait dans un tampon de migration & pH 8 sous un champs électrique: I'ADN étant charg€ négativement i
pH 8. il est attiré par I'électrode positive.

La vitesse de migration de 'ADN est déterminée par le voltage. La longueur du gel doit &re choisie en
fonction du pouvoir de résolution souhaité (ex : un mélange complexe de fragments de restriction doit étre séparé sur
gel long. un sous-clonage simple peut étre vérifié sur minigel). La position des molécules d'ADN est révélé par
coloration au bromure d'éthidium, qui se fixe & 'ADN et lui confére une fluorescence rose sous lumiére ultra-violet. La
coloration au Bet peut se faire directernent dans le gel (mini gels) ou dans un bain 2 issue de la migration (grands

gels). La taille des fragments est évaluée par comparaison 4 des ADN témoins de tailles connues..

Electrophorése

|- Préparer une solution d'agarose a 0.7% dans du tampon TBE dilvé (1X) (90 mM Tris-Borate. 1 mM EDTA
pHR). Artention: utiliser uniquement de 'agasose de haute qualité (Boehringer) pour récupérer les fragments d'ADN en
vue d'un clonage (de l'agarose de mauvaise qualité peut conduire a des problémes au cours de la ligation). NB : 15 ml
ou 30 ml pour les minigels. 150 2 200 ml pour les grands gels.

2- Faire fondre I'agarose au four micro-onde en mélangant souvent. Attention aux projections d'agar bouillant!
laisser refroidir 3 50-60°C (l'agarose se solidifie vers 40°C). Placer le peigne sur le support préalablement scotché.
Couler le gel.

3- Lorsque le gel est solidifié (environ 15 min), retirer le peigne avec précaution. Oter le scotch, placer le gel
dans la cuve d'électrophorése et I'immerger dans le tampon TBE (1X). Le gel une fois coulé peut se conserver la nuit &
quelgues jours dans un film type emballage alimen taine.

4- Déposer chaque échantillon contenant 175 de volume de tampon de dépdt 5X (0,25% bleu de bromophenol,
025% xyléne cyanol. 30% glycérol). Penser & déposer un marqueur de taille.

5- Démarrer la migration avec les pdles + et - correctement orientés. environ 5 Voltsfem de gel. jusqu'a ce que
le blew de bromophénol ait migré aux 2/3 du gel. Dans nos conditions, le bleu de bromophénol migre
approximativement 2 la méme vitesse que les ADNs de 300 bp, et le xyléne cyanol comme les fragments de 4 kbp.

6- Si le gel ne contient pas de Bet, colorer par immersion 5 4 10 min dans un bain de bromure d'éthidium 205
mg/ml. dans la boite prévue a cet effet.

* Attention : le bromure d"éthidium (Bet) est un mutagéne puisant (au moins chez les bactéries), n'oubliez pas de
mettre des gants et évitez d'en répandre.
La position des fragments d’ADN ayant fixés du bromure d'ethidium est révélée sous U.V.(310nm) et le gel peut étre
photographié avec le systéme Biolmage



Révélation de I’ADN sous UV: utilisation du Chemidoc

1 kb
DNA Ladder

DB

N32328

ok

1-800-632-7799
info@neb.com
www. neh.com

200 gel lanes (100 pg)  Lot: 1041202 Exp: 2/14

500 pg/mi Store at -20°C
1.5 ml Gel Loading
Dye, Blue (6X) Store at 25°C

Description: A number of proprietary plasmids
are digested to completion with appropriate
restriction enzymes to yield 10 bands suitable for
use as molecular weight standards for agarose
gel electrophoresis. The digested DNA includes
fragments ranging from 0.5-10.0 kilobases (kb).
The 3.0 kb fragment has increased intensity to
serve as a reference band.

A . ot et 3
P

1o v

Supplied in: 10 mM Tris-HCI (pH 8.0),
1 mM EDTA.

Reagents supplied:
6X Gel Loading Dye, Blue

1X Gel Loading Dye, Blue:
2.5% Ficoll-400

11 mM EDTA

3.3 mM Tris-HCI (pH 8.0@25°C)
0.017% SDS

0.015% bromophenol blue

Preparation: The double-stranded DNA is di-
gested to completion with appropriate restriction
enzymes, phenol extracted and equilibrated to 10
mM Tris-HCI (pH 8.0) and 1 mM EDTA.

Usage Recommendation: The 1 kb DNA Ladder
was not designed for precise quantification of
DNA mass, but can be used for approximating
the mass of DNA in comparably intense samples
of similar size. The approximate mass of DNA in
each of the bands in our 1 kb DNA Ladder is as
follows (assuming a 0.5 pg loading):

puits

forme (2 )
cercle ouvert

forme (1)
superenroulée
anode (+)
Fragment Base Pairs DNA Mass
1 10,002 42 ng
2 8,001 42 ng
3 6,001 50 ng - ;ﬂdﬂ
4 5,001 42 ng _ s.u
5 4,001 33ng _s0
[ 3,001 125 ng '
7 2,000 48 ng e
8 1,500 36 ng
g 1,000 42 ng -30
10a 517> 42 ng
10b 500
Notes: All fragments have a 4-base, 5™ overhangs 20
that can be end labeled using T4 Polynucleotide
Kinase (NEB #M0201) or filled-in using DNA -15
Polymerase |, Klenow Fragment (NEB #M0210)
(1). Use «-[*P] dATP or «-[*P] dTTP for the
fill-in reaction. 10
1 kb DNA Ladder is stable for at least 3 months
at 4°C. 1 kb DNA [ adder
For long term storage, store at —20°C. If samples visuafized by edhidam
need to be diluted, use TE or other buffer of mm’;f
minimal ionic strength. DNA may denature if " b vl are o ~05
diluted in dH,0. 0.5 pylane.

Kilobases Mass (ng)

42
42

50
42

42

42

(see oiher side)

CERTIFICATE OF ANAIYSIS



Digestions enzymatiques (selon fournisseurs)

https://international.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/nebuffer-performance-chart-with-
restriction-enzymes



https://international.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/nebuffer-performance-chart-with-restriction-enzymes
https://international.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/nebuffer-performance-chart-with-restriction-enzymes
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Préparation de cellules compétentes et transformation

Principe

En 1970, Mandel et Higa ont observé que des bactéries traitées avec une solution de CaCl3 froid puis soumises
a un bref choc thermique 4 42°C sont dans un état de compétence transitoire qui leur permet "d'ingérer” de 'ADN
étranger (phage. plasmide...). Le protocole original permet d'obtenir 106 colonies transformées par ug d'ADN de

plasmide superenroulé. Ce rendement a été amélioré jusqu'a 108-109 colonies/ug en soumettant des souches améliorées
d'Ecoli a des cocktails de cations divalents, au DMSO et au chlorure d'hexamine cobalt. Le mode d'action de ces
agents, tout comme le mécanisme de pénétration de I'ADN du plasmide dans la bactéric compétente restent mal
compnis. Quoi qu'l en soit, le traitement au CaCl3 affecte sculement l'attachement de 'ADN i la paroi exténeure.
L'entrée de I'ADN dans le cytoplasme est stimulée lors du choc thermigue & 42°C qui fluidifie la membrane
cytoplasmiquc.

E. coli K12 est la souche-hote la plus wtilisée pour le clonage d'ADN. On utilise fréquemment des mutants endA
(conduisant a l'inactivation de la principale déoxyribonucléase) qui permettent d'obtenir des préparations de plasmides

de meil leures: qualités.

Préparation de bactéries compétentes

- Amener une culture bactérienne fraichement innoculée a la DO600 = 0,3 par une incubation a 37°C sous
forte agitation

- Prélever 1mL de cette culture en début de phase exponentielle dans un tube Eppendorf stérile. Centrifuger 2
min & 8000 rpm.

- Eliminer compléetement le surnageant et resuspendre délicatement les cellules dans 0,1mL de TSS FROID.
Utiliser dans les quelques heures qui suivent.

Transformation [(Faites un contrdle négatif (sans ADN) et positif (avec 100 ng d'un ADN connu))
- ajouter I'ADN {plasmide, mélange de ligation) a 0.1 ml de bactéries compétentes
- incuber 10 min dans la glace
- Réaliser un choc thermique en plagant le tube a 42°C pendant 50 secondes, replacer sur la glace
- ajouter 0.9 ml de BL
- incuber 1h a 37°C
- Etaler 0.1 ml sur milieu sélectif (GL + Antibiotique + Xgal + ITPG si nécessaire)
- Centrifuger le reste, 2 min a 12000 rpm — Eliminer le sumageant — Reprendre le culot dans 150 pl de BL -
Etaler sur milieu sélectif

- Incuber les boites 1 nuit a 37°C

- rendement attendu: 10° & 10° CFU/ ug d'ADN

TSS (Transformation Storage Solution):

pour 10 ml
PEG 3350 10% lg
MgCI2 10 mM 0.1 mlde IM
MgS04 10 mM 0.1 ml de IM
DMSO 5% 05 ml
HCI10.IN environ 150 ul pour un pH de 6 3%
BL gsp 10 ml

* Facultatif. L'ajustement a pH 6,3 permet d'optimiser le rendement de transformation mais n'est pas primordsal.



Q5™ Hot Start

High-Fidelity
2X Master Mix

M04945 »e [0 [

100 reactions (50 pl wal) Lot: 0021207
RECOMBINANT Sftore at -20°C  Exp: 7A3

Deseription: The 05 Haot Start High-Fidelity 2X
Master Mix features a high-fidelity, thermostable,
hat start ONA polymerasa with 3"— 57 exonuclkase
activity, fused to a processivity-enhancing Ssof'd
domain to support robust DNA amplification. The
addition of an aptamer-basad inhibitor allows

room temperatne reaction setup. With an error rate
= al-fold lower than that of Tag DMA Podymerase
and B-fold lower than that of Pyrococcws fvnosws
(Pt} DMA Polymerase, 05 Hot Start High-Fidelity
2X Master Mix is ideal for chonang and can be used
for long or difficult amplicons. The comenient
master mix formulation is supplisd at 2 2X
concantration. The mix contains dNTPs, Mg*+ and
a proprietary broad-uss buffer requining only the
addition of primers and DNA tempilate for robust
amplification regardie=s of GG contant. Whan used
gt the: recommended 1X final concentration, the

(5 Hat Start High-Fidelity Mastar Mix contzins

2 mM MgCL,. 05 Hot Start High-Fidelity 2X Master
Mix is unlike typical, lower fidelity PCR ennymes.
To determins the optimal annealing temperatures
for a green set of primers, use of the MEB T
Calculator is highly recommended {www.neb.com/
Trmcalculator).

1-B30-E11-T7F

Info@nok.com
www.nzbcom

Please Note: A precipitate (most noticzable after
tha first 1-2 freara'thaw cycles) i not uncomman.
To en=ure opmal performance, the mastar mix
should be thawed and resuspended prior to uss.
Stability te=ting wsing up to 20 freaza’thaw cycles
has shown no negative effect on master mix
parformance.

Sowrce: An E. coli strain that carries the Q5 High-
Fidelity DNA Polymerase gena.

Applications:

= High-specificity PCR

= High-fidelity PCR

* Cloning

« Long or difficult ampdification

* High-throughput PCR

Reaction Conditions: 1X 05 Hot Start High-Fdelity
Maztar Mix, DNA template and 0.5 pM primars in a
total reaction wolume of 50 pl.

Heat Inactivation: No

be ] 4 = 55 55 = M R
ﬁ— — - =
1100 — — | fiEE]
TOD — [EE— Tl
el o

ki
iﬂ_

10D~

————— K.l
ArDRGw o 3 sy IrEn genoms I e s o bR io

REpRGE Con e uSH 05 Hol SE High-Fleily 2 Masker M A
TESCTES WERE D 3F OO EMDEGIE Conouct sy 30 CyeEs
of SmONEAtnand MSUERSE Dy mErD Aus L300 e SEhsis

Quality Control Assays

T kb Genomic DNA PCR: 30 cycles of PCR
amplification in a 50 pl reaction comtaining

20 ng genomic ONA with 1X 05 Hot Start High-

Fidelity Master Mix and 0.5 pM of sach primar
result in the expacted 7 kb product.

20 kb Lambda DNA PCR: 22 cycles of PCR
amplification in a2 50 pl reaction containing 10 ng
Lambda DNA with 1X (5 Hat Start High-Fidelity
Master Mix and 1.0 pM of each primer result in the
axpacied 20 kb product.

Hat Sart-Specific Genomic DMA PCR: 25 cycles
of PCA amplification in a 25 pl reacSon contzining
50 ng genomic DNA with 1X 05 Hot Start High-
Fidelity Master Mix in the presence of 0.5 pM of
gach primer result in the expacted 665 bp product,
free of non-specific amplification products after
pre-incubation at room temperature for 1 hour.

Nate: Product specifications for individual
compaonents in the 05 Hot Start High-Fidelity 2¢
Master Mix are available separatedy.

11



PCR

Pleas= note that protocols with 05 Hot Stant High-
Fidality 2% Masier Mix may differ from profocols
with other polymerases. Condiions recommended

below showld be weed for sptimal performanza.
Reattion Setup:

Q5 Hot Start Hiph-Fidelity 2X Masier Mix is inhibisd
at room temperairg aliowing Paxilds resclion stup

(RTorics).

All componants shauld bs mised prior fo wse.

3% Hizi S High-

Fickelizy 13 Beniar Mix 1%l hLET
10 Paacard P 123l 13
12 Puarosr Pricmar 123l 15
Tomphic DML wwriable warible
Nuodom Fra ‘Wyiar =2yl in %0

!hts:lftn‘l',‘ni::&:ru:im.[hﬁ::l lzwid to the botom of the
tube by a2 quick spin if necessary. the sarmple with mineral od

il usinga FCR machine wihosta id

Transfer PCA twbes ta a PCA machine and bagin
thermocycling.

25 Hot Start Hiph-Fideility 2X Master Mix does not

requiTe 8 separaie sctivaton stge. Standard 05
cyciing condiions are recommanded

Thermoeyeling Conditions for a Aowstine PCR:

Itd=al Drhaundon

2535 Oycler “R0-TIEC | 10-30 mco
T30

nEac 510 mcm

"Uisz of the NEB T Calculador is highly recommendesd.

Gemeral Guidelimes:

1. Template:
Use aof high quality, purified ONA templates
greatly enhances the sucesss of PCR.

Recommended amounts of ONA template fora

50 pl rezction are as follows:

INNA AMOUNT
Cahaoinic Ihp-l g

Flasinld of ¥l I pp| g

Primars:

' Dligonuckeatide primers are generally 2040

nucleotides in length and ideally have a GG
contant of 40-60%. Compuisr programs such
a5 Primar3 (hitpoifrodioowi. mit edufprimar3)
an be used to design or anabes primers.

The best results are typically seen whan using
each primer at a final concentration of 0.5 pM
in tha reactian.

Mg~ and addifives:

The Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mo
contains 2.0 mid Mg when used af a 1X
concarration. This is optimal for most FCR
products generated with this mastar mix.

pymucleotides:

nal cancamtraton of dMTPs is 200 pM of
o decxynuclkeotide in the 1X 05 Hot Start
High-Fidelity Master Mix. 05 Hot Start High-
Fidality DNA Polymerase cannot incorparats
dUTP and is nat recommanded for use with
uracil-containing primers or templates.

. (05 Hot Start High-Fidality DNA Polymerase

concantration:

The concentration of Q5 Hot Siart High-Fdelity
DNA Polymeras= in the 05 Hot Start High-
Fdality 2X Master Mix has bean optimized for
best results under a wide range of conditions.

Dienaturatian:

@5 Hot Start High-Fidaelity DNA Polymerase
goas MR requiTe 8 separate activalion siep.
An initial denaturation of 30 seconds at 88°C
iz sufficient for most amplicons from pure
plates. Longer deraturation times can
be w=ed (wp to 3 minutes) for templates that
Teajuire it.

During thermioacyding, the densturation step
shiould bia kept ta a minimum. Typically, 8
5-10 sacond denaturation at 98°C is recom-
mended for most templates.

- Annealing:

iOptimal annealing temperatures for 05 Hok
Start High-Fdelity ZX Master Mix tend fo

ba highar than far other PCR polymerasses.
The NEB T Caleulator should ba w=ed to
datermine the annezlfing Temperature when
using this enzyme. Typically use a 10-30
second annealing step at 3°C shove the T_ of
the kower T_ primer. A temperature gradient
can also be uz=d to opmize the annealing
temperatura for each primer pair.



10.

11.

12.

For high T_ primer pairs, two-stap cycling
withaut a separate annealing step can be used
(see note 10).

Exfension:

The recommended extansion temperature is
72°C. Extension times are generally 20-30
seconds per kb for complex, genomic samples,
but can be reducad to 10 seconds per kb for
simple temiplates (plasmid, E coff, etc.) or
complex templates < 1 kb. Extansion time can
be increased to 40 seconds per kb for cONA or
long, complex templates, if necessary.

A final extension of 2 minutes &t 72°C is
recommended.

Cycle numiber:
Generally, 25-35 cycles yisld sufficient product.

2-step PCR:

When pimers with annealing temperatures
& 12°C are used, a 2-stap thermocyching
protocal (combining annealing and extension
infx ane step) i possibla.

Amplification of long products:

When amplifying products > & kb, it is often
helpful to increase the extension me to 40-50
seconds/ib.

PCR product:

The PCA products generated using 05 Hot Start
High-Fidelty 2X Master Mix have blunt end=. [f
cloming is the next step, then blunt-end cloning
is recommended. If T/A-cloning s prefierred,
the DNA should be purified prior to A-addiion,
as (05 Hat Start High-Fidelity DNA Polymerase
will degrade any overhangs gensrated.

Additicn of an urtemplated -dA can be done

with Tag DMA Pokymerase (NEB #MO2ET) or
Klencw exo- (NEB #M0212).
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Companion Products Sold Separately:
(5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerass

#M04535 100 unit=
#MO0453L 500 unitz
(05 High-Fidelity DNA Polymerase
#MOAG15 100 unit=
AMOA51L 500 unitz
(5 High-Fidelity 2X Master Mix
#AM0LG25 100 reacSons
AM0AE2L 500 reacSons
(15 AeacSon Buffer Pack

#BA0275 E.0mil
Deceynucleotide Solution Sat
#N044ES 25 pmol of each
Deceynucleotide Solution Mix
#N044TE & pmol of each
#M0447L 40 pmol of each
Mzgnesium Chloride (MgCL) SoluSan
#BAIX15 E.0mil

This pesdud b5 cowarad by o8 of mofE pabonts.

Wi 12 Ferokaser: Muockic acid-oeed apimars lor e with 1harma-
philic D4 potymorzses oE licansad mede il by Kaw England Elobbe,
Inc. from Somal ogic, Ing. (o Faiont Mas. 5 475 06 & 5F06TT;

£ B0E 245, € AM 557; and £,501,5917|. Raw England Eobbe, lac pives
T BEpyan'llser 1 nas-anchisiva boaes 1o ek e aptam e -basor J5 Hat
Etari High- Fd ety T Mactes Mix lor REEEARCH FURFIEES OANLY. [om-
reitial 1=z i tha aphbamer-tesed O Hol St High-Fldality 2% Masiar
bl reacpinas 2 liceesa o Nesw Enpland Biolahis Inc. Pieasa cortact

b deralnii com for mers imlormadion.

This predud b= beansard from Bin-Fard Labormories, e meder LLE Pol.
Moz 6. E27 424, 7541170, 7,#50, 808, 7. 6EE P45 and comEpanding
EEnls s ather coe nirie for =3 onfy I (3] sasdard |scn-raal 1ima )
PCA In the mEsach Tield oniy, it 5ol eal-Sma PCR or digital FCH (b
Iy Ae-rire diag ecsa s asphcatioa, mecopd for applicatioss LEleg roal-
ima or digial FOR; and (o] &y son-POR applcatione: In DNA sguencing,
Ecittarmal armplificaies and |he prodont ion o] semiietc ORA

105" k=2 tmdamark of Kew England Biokabe, Inc.
Ll.B!'.!I-III'ISIIIﬂFI:IIn:II'I.I'I:-HIHI:ILI'IE-I:.-rI:E. I, part of

EE




Clonage SLIC

One-step sequence- and ligation-independent cloning (SLIC):

Linearize a vector Prepare the insert(s)
by restriction digestion with 215 bp homology
or inverse PCR to the vector ends by PCR

I Cloning vector ' = N |
Insert

Mix insert(s) with linearized vector

4

Treat T4 DNA polymerase at room temperature
for 2.5 min to generate 3’ overhangs

Incubate on ice for 10 min
viix with competent E.coll and perform bacterial transformation

Procedures

12

Digest vector with restriction enzyme(s) overnight, and purify the linearized vector
with a commercial PCR purification kit. Elute the DNA with elution buffer or 10 mM
TrisCl, pH 8.0-85. Do not elute the DNA with water or TE. Measure the
concentration of the vector.

Amplify your gene of interest by PCR using primers with = 15 mer homology
extension to the linearized vector end. We usually use 15 bp homology for single
fragment cloning, and 20 bp homology for multiple fragment cloning. Purify the
linearized vector with a commercial PCR purification kit. Elute the DNA with elution
buffer or 10 mM TrisCl, pH 8.0-8.5. Do not elute the DNA with water or TE.
Measure the concentration of the insert(s).

Mix the linearized vector and insert at a molar ratio of 1:2 im a 1.5 ml tube. An
example is shown as follows. (Vector to insert molar ratio of 1:1 to 1:7 works well,
but we usually use [:2 for single fragment cloning, 1:2:2 for multiple fragments
cloning. An example of 3 fragments cloning is shown below with vector: insert I:
insert 2 molar ratio is 1:2:2 as shown in Fig. 4A).

Shock 7 Volume added Final concentration

concentration
(L;;@g‘::)d Yostnr 100 ng/ul Il 10 ng/pl
Insert | (PCR
product, 40 ng/ul 1l 4 ng/ul
eg, 1 kb)
Insert 2 (PCR
product, 40 ng/ul 1l 4 ng/ul
eg, 1 kb)
10X BSA 1 pl 1X
10X NEB Buffer 2 1 ul 1X
H,O Up to 10 ul

Add 0.2 ul of T4 DNA polymerase (3 U/ul, NEB) to the mixture and incubate at

14
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room temperature for 2.5 min. We found that 0.5 pl (1.5 U) of T4 DNA polymerase
gives the best result, but 0.2 pl gives more than sufficient number of colonies.

5. Put the reaction mixture on ice immediately to stop the reaction and incubate on ice
for 10 min.

6. Thaw chemically competent E. coli cells on ice for ~10 min. Utilisez MC4100 ompR234 « home made »

7. For single fragment cloning, gently mix the cells with 1.2 pl of the reaction mixture
and incubate the cells on ice for 20 min. For multiple fragments cloning, mix the cells

e bl

8. Incubate the cells on ice for 20 min.
9. Heat shock the cells at 42 °C for 45 sec.
1(). Incubate the cells on ice for 2 min.

11. Add 900 (or 950) ul of LB broth to 100 (or 50) pl of the cells and transfer the cells to
15 ml round-bottom tube.

12. Incubate the cells at 37°C for | hr.

13. Plate the cells on agar plates containing suitable antibiotics (eg, 100 pg/ml ampicillin).
We usually spread 10 to 20 pl of the cells onto an agar plate to get optimal number of
colonies per plate for single fragment cloning, and 100 pl per plate for multiple
fragments cloning. In case of 10-20 ul spreading, <ells needs to be further diluted
with 30-90 ul LB broth for suitable spreading.

14, Incubate the plates at 37°C for 16 hr and analyze the colonies.

Mise en culture de bactéries (solide a liquide), suivi de croissance

Les bactéries fournies sur boite de Petri sont mise en culture liquide en conditions de manipulation stérile
en présence d’un bec Bunsen. Le milieu de culture retenu est le milieu de culture LB (Pour lysogeny broth)
est le milieu standard pour la culture d'Escherichia coli (10g de peptone, 5 g d'extrait de levures, 10 g de
NaCl/L).

La croissance bactérienne peut étre estimée a partir de la mesure de la densité optique effectuée a 600 nm.



Miniprep ADN plasmidique

G

s

)

o[~ el el

-~ DNA/RNA
»¢ contaminants
Sample lysis, release of DNA/RNA
from cells, tissue, etc,

DNA/RNA is bound to the silica
membrane under high-salt conditions

Interaction between DNA/RNA
(hydrate shell is reversibly removed
by chaotropic salt) and silica mem-
brane

Contaminants are washed away under
high-salt and/or ethanolic conditions
to keep the DNA/RNA bound to the
membrane

DNA/RNA is eluted in low-salt buffer
or water, DNA/RNA is ready to use
for downstream applications

Plasmid DNA purification
Protocol-at-a-glance (Rev.08)

Cultivate
and harvest
bacterial cells
@ 11,000 % g.
- s
Cell lysis 250 ul. Buffer A1
. 250 ul. Buffer A2
g’ AT, up to 5 min
300 uL. Buffer A3
Clarification
of the lysate
11,000% g,
5-10 min
Bind DNA
Load supernatant
11,000 x g,
1 min
Wash silica (Optional.
membrane 500 ul Buffer AW:
AT or50°C)
600 uL Buffer A4
11,000 x g,
1 min
Dry silica
membrane
11,000 x g,
2 min
Elute DNA
50 ul Buffer AE
RT, 1 min
11,000x g,

1 min

16
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5.1
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NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) protocols
Isolation of high-copy plasmid DNA from E. coli

Belore starling the preparation:

+ Check if Wash Buffer A3 was prepared acoording 1o section 3

1

Cultivate and harvest bacterial cells

cells in a standard benchtop microcentrituge for 30 &
at 11,000 x g Discard the supematant and remove as
much of the guad as possible. 11,000 x g,

-
Use 1-5mL of a caturated E.coll LB oulture, paliot E}
L 0s

Nota: For isolation of low-copy plssmids refer to section 6.2.

Cell lysis

1
Add 250 yL Butter Al. Resuspsnd the oell palet 20
completely by vortexing or pipetting up and down. Make Resuspend
sure no oall clumps remain bafore addition of Bulter A2!

Attention: Chackc Buffar A2 for precipitatad SDS prior to
use. Iif a white precipitate is wisible, warm the buffer for
sovaral minuies at 30-40 °C umil precipiiale fs dissolved o
compleicly. Cool buffer dgown o (oom lemperature (18— g +250 uL A2
25°G}.

Add 250 ul Butter A2 Mix genlly by inverting the tube

6-8 times. Do not vortex 1o avold shearing of genomic RT. 5 min
DNA. Incukate at room temperature for up %0 S min or

until lysals appears clear.

Add 200 uL Bufter A3 Mix tharoughly by Inverting +300 UL AZ
the tube 6-8 times. Do not vortex to avoid shearing of
genomic DNA! Mix

Clantfication of lysate
Cantfuge for 5 min &t 11,000 x g at room temperature

Fepeat this stap in casa the supamatant 12 not ciear!

b =

11,000 x g,
5-10 min

Bind DNA

in & Collection Tuba {2 mL) and decanl he supematant
from atep 3 or pigelte a maximum of 750 uL of the
supsmalant onlo the column  Centifuge for 1 min
8 11,000xg Discard Mow-hough and plsce the
NucleoSpin® Plasmid /Plasmid (NoLid) Column back into
the colleshion tube.

Repsat this step to load ths remaining lysale

Load

Place a NuclecSpin® Plaamid/Plasmid (Nolid) Column g
| supernatant

>

@

11,000 x g,
1 min

0

Wash silica membrane

Becommendsd i plasmvd DNA is prepared from host strans
contawang high levals of nucieases (e g, HB107 or stravrs of Optional:

the JM seres), it is strongly recommended parformng an
ackcional washwng step i 500 L. Butfer AW, optionafly s el
heated to 50 °C, and contnfugs for 1 min at 77,000 x !
& procasavig with Buller A4 Additional washvig with | 11,000x g,
Buffer AW wal afso increase the readng length of DNA 1.min
SRGUENCING reachons and impvove the pedormancs of cries(
Add 600 pl Butter A4 (supplementsd with athanol, + 600 pl A4
sea sechon 3). Centrifuge for 1mn al 11,000 xQ
Discard fiow-through and place the NuclkeoSpin® 11,000 x g,
Flasmid / Flasmid (NcLid) Cclumn back Into the empty 1 min
collection tubs.
6 Dry silica membrane ﬁ
Centrifuge for 2min &t 11,000 x g and discard the U
coliection tuba.
Note: Rasidual ethanolc wash buffar might inhibit anzymatic P 11,000 x g,
reachons 2 min
7 Elutc DNA

Placs the NuckoSpn® Plasmid/Plasmx (NoLid) Column +50 UL AE
mn a 1.5mL microcentnhage fube (not provided) and
sdd SOpL BuMter AE Incubate for 1 min &1 room RT, 1 min
temperature. Centrifuge for 1 min at 11,000 x g

11,000 x g

Note: For maore afficent aluton proceduras and atarmnabve e} 1 min
elution buffer je.g. TE bufler or walev) see sechon 2.4.




Annexes

Sequence Promoteur curli P& csgBA

http://www.ecogene.org/?g=ecodownload/sequence
http://www.ecogene.org/?q=gene/EG12621

>E. coli K-12 MG1655 U00096.3 (1103197 to 1103950 = 754 bp)
GATGAAACCCCGCTTTTTTTATTGATCGCACACCTGACAGCTGCCTCTAAAATAGAAGCACCAGAAGTACTGACA
GATGTTGCACTGCTGTGTGTAGTAATAAATCAGCCCTAAATGGGTAAAATATAAAACTAATGGATTACATCTGAT
TTCAATCTAGCCATTACAAATCTTAAATCAAGTGTTAAACATGTAACTAAATGTAACTCGTTATATTAAAATGTT
AACCTTAAGGTTTTATTAAGTTTAGAAATGATAGAAAAGTTGTACATTTGGTTTTTATTGCACAATTTTAAAAAA
TCATACAAATGGTGATAACTTACTAATAATGCATATAAAAAATATTTCGGTGTAGTCCTTTCGTCATGTAAAACG
TTCTTGTTTTTTCTCCACACCTCCGTGGACAATTTTTTACTGCAAAAAGACGAGGTTTGTCACGGCTTGTGCGCA
AGACATATCGCAGCAATCAGCGACGGGCAAGAAGAATGACTGTCTGGTGCTTTTTGATAGCGGAAAACGGAGATT
TAAAAGAAAACAAAATATTTTTTTGCGTAGATAACAGCGTATTTACGTGGGTTTTAATACTTTGGTATGAACTAA
AAAAGAAAAATACAACGCGCGGGTGAGTTATTAAAAATATTTCCGCAGACATACTTTCCATCGTAACGCAGCGTT
AACAAAATACAGGTTGCGTTAACAACCAAGTTGAAATGATTTAATTTCTTAAATGTACGACCAGGTCCAGGGTGA
CAAC

Carte pSB1K3

http://parts.igem.org/Part:pSB1K3
http://parts.igem.org/cgi/partsdb/puttext.cgi

Registry of Standard Biological Parts

main page design experience information part tools

< > Mot Releazed
Pal‘tpSB1 K3 Plasmid_Backbane | Sample Notin
Deslgnad by: Austin Che  Group: IGENDT7_Example (2008-08-08) PSE1K3 £r 1 Registry Star
NotUsed
GetThis Pan
High copy BioBrick assembly plasmid
Thig is a high copy plasmid for use in assembly of BioBnck® standard biclogical parts
Saquence and Features
Subpartz | Ruler | S5 | DS Length: 2204 bp View plasmid ) Get part sequence.
500 1% 1.5K
= C - ==
E. cof hi oparon termnalor Kanamych resistancs marker Stem bop
=2 =2

Stem bop and of termnsior

® x

BoBnck sutfx BoBnck prafix

-
rep (pMB1) repeal regon
kN
OR Varifcation forward (VF2) primar binding aite
< ~

Varificeton reverss (VR) primer binding ste G->C mutation 10 remova Xhol sls

Assembly Compatibilty: 10 (2] [21] (23] 125 [1a00]
[edit]

Parametars Categones
chassis ifplasmidbackbons/assembly
copies  100-300 Itplasmidbackbane/cogynumber/high
nsert Mona
mes BioBnck

origin pMB1
resistance K
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http://www.ecogene.org/?q=ecodownload/sequence
http://www.ecogene.org/?q=gene/EG12621
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Restriction map of pIG57.xdna - 2942 nt
<Serial Cloner V2.5> -- <ven, 29 janv. 2016 10:12>

Pstl 29382942
spel 2924...2929

plG57 xdna - 2842 nt

RBS 2485219
Xbal 2782183

EcoRI Z163 . 7165

Prom curli

2 Prom curlirev.

STTGTCACCCTGGACCT
GTCG (47)




