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Lab	  business	  

1.  Lab	  treat…	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

2.  Prelab	  discussion	  
– More	  course	  details	  
– Primer	  design	  
– PCR	  

3.  First	  official	  notebook	  entry	  



Office	  hours	  

•  Noreen	  in	  16-‐317	  
– Monday	  and	  Wednesday	  1-‐3p	  

•  Maxine	  in	  16-‐239	  
– Thursdays	  and	  Fridays	  10-‐11a	  

•  Leslie	  in	  16-‐429b	  
– Monday	  12-‐2p	  and	  Tuesday	  4-‐5p	  

•  By	  appointment	  
– Send	  an	  email	  with	  your	  availability	  



Mod	  1	  overview	  



Building	  an	  HR	  sensor	  



A	  closer	  look	  at	  (E)GFP	  

pCX-‐EGFP	  



How	  do	  we	  engineer	  DNA?	  

•  PCR	  amplifica]on	  

•  Restric]on	  enzymes	  



Using	  PCR	  to	  generate	  Δ5	  EGFP	  
•  Melt	  

•  Anneal	  

•  Extend	  



How	  many	  cycles	  un]l	  your	  amplicon?	  
Cycle	  1	  



Cycle	  2	  



Cycle	  3	  



Primer	  design	  overview	  

“Sense”	  
“α-‐Sense”	  

“α-‐Sense”	  

“Sense”	  



Primer	  design	  guidelines	  

1.  Length	  

2.  GC	  content	  

3.  Secondary	  structure	  

4.  Complementa]on	  

5.  Repe]]ve	  sequence	  



PCR	  setup	  

Component	   Purpose	  



What	  should	  be	  in	  your	  notebook?	  

•  Copy/paste	  protocol	  from	  wiki	  
– Add	  observa]ons,	  measurements,	  analysis	  

•  Work	  together	  to	  copy/modify	  protocols	  from	  
wiki	  

•  Front/back	  maeer	  must	  be	  completed	  
individually	  

•  See	  the	  wiki	  for	  further	  details	  
– Link	  under	  Assignments	  tab	  



Today	  

•  Design	  your	  PCR	  primers	  
–  Include	  primer	  sequence	  in	  your	  notebook!	  

•  Prepare	  PCR	  
–  Include	  amounts	  in	  your	  notebook!	  

•  Networking	  event	  
– Thursday,	  September	  24	  at	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5:30-‐7p	  	  

– First	  floor	  lobby	  of	  the	  Koch	  	  


