
iGEM 2016: Team Pittsburgh 
Week 17 Lab Notebook 
 
Monday, September 12 

Mini­prep codon optimized BFP, GFP, RFP, YFP, and OFP (Maya) 
Enzyme cleaned linearized PT3 and linearized PT7­RBS (Maya) 
T3 Amplification from RBS­T3 (Maya) 

 50 uL reaction 
10 uL 5X Phusion HF Buffer 
1 uL 10mM dNTP 
2.5uL 10 uM PstI­T3 Reverse 2 
2.5uL 10 uM XbaI­T3 Forward 2 
0.4 uL DNA (26.3 ng/uL) RBS­T3 
0.5 uL Phusion 
28.6 uL Water 

50 uL reaction 
10 uL 5X Phusion HF Buffer 
1 uL 10mM dNTP 
2.5uL 10 uM Xba­T3 Reverse 1 
2.5uL 10 uM EcoRI­T3 Forward 1 
0.4 uL DNA (26.3 ng/uL) RBS­T3 
0.5 uL Phusion 
28.6 uL Water 

PCR: 98C for 30sec 
[98C for 10 sec 
 52C for 30 sec 
 72C for 2:30] 30X 
72C 10 min 
4C hold 

Transform G switch 
2 uL 42.1 ng/uL switch into 50 uL cells 
500 LB (SOC contaminated) 

Cell­free DNAzyme concentration (Claire) 

 



 

 



 

 



 

 
 
Tuesday, September 13 

Cell­free concentrations (Praneeth) 
No trigger 
0.52 nM hairpin  
0.52 nM hairpin + 2 uM lead + water 
0.52 nM DNA 
0.52 nM hairpin 
0.52 nM hairpin + 2 uM lead + water 
0.52 nM DNA 

 

 



 
 
Wednesday, September 14 

Cell­free lead hairpin reaction 

Solution A  2 uL  24 uL 

Solution B  1.5 uL  18 uL 

RNAse inhibitor  0.25 uL           x12 reactions =  3 uL 

Substrate  0.25 uL  3 uL 

Switch  0.40 uL at 61.9 ng/uL = 25 ng  4.84 uL 

Trigger  0.60 uL   

 
Triggers: 

Plate  Condition   

C19­20  No trigger  0.60 uL water 

C21­22  3.47 uM Pb Hairpin  0.25 uL 74.8 uM renatured hairpin 
0.35 uL water 

C23­24  3.47 uM Pb Hairpin + 2 uM 
lead + buffer 
 

0.25 uL 74.8 uM renatured hairpin 
0.25 uL Pb at 40 uM = 2 uM Pb 
0.10 uL Pb buffer 

D19­20  3.47 uM Pb Hairpin + 2 uM 
lead + buffer 
 

0.25 uL 74.8 uM renatured hairpin 
0.25 uL Pb at 40 uM = 2 uM Pb 
0.10 uL water 

 



D21­22  3.47 nM DNA trigger  0.374 uL 50 nM DNA trigger 
0.226 uL water 

 
PROCEDURE: 

1. Make master mix 
2. Add 8.8 uL master mix to 8 tubes 
3. Add 2x what is listed in “Triggers” to each tube 
4. Separate each tube into 2 tubes of 5 uL each 
5. Incubate 2 hours at 37 degrees 

 

 
Repeat with correct concentrations of trigger: 

Triggers: 

Plate  Condition   

D23­24  3.47 nM Pb Hairpin  0.25 uL 74.8 nM renatured hairpin 
0.35 uL water 

E19­20  3.47 nM Pb Hairpin + 2 uM  0.25 uL 74.8 nM renatured hairpin 

 



lead + buffer 
 

0.25 uL Pb at 40 uM = 2 uM Pb 
0.10 uL Pb buffer 

E21­22  3.47 nM Pb Hairpin + 2 uM 
lead + buffer 
 

0.25 uL 74.8 nM renatured hairpin 
0.25 uL Pb at 40 uM = 2 uM Pb 
0.10 uL water 

E23­24  3.47 nM DNA trigger  0.374 uL 50 nM DNA trigger 
0.226 uL water 

 

 
*no trigger data from previous run 
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Agarose gel (Claire) 

30 mL TAE buffer 
0.3 g agarose 
3 uL EtBr 
Run at 100 V, 30 min 
Lane 1: 1 kb ladder 
Lane 2: lacZ 1 
Lane 3: lacZ 2 
Lane 4: T3 amp 1 
Lane 5:  T3 amp 2 

Clear bands for T3 amp, but don’t see anything for lacZ 
 
Friday, September 16 

Cell­free lead hairpin concentration variation 

 



 



 

 



 

 

 
Saturday, September 17 
  Repeat above for 50 nM and 100 nM 

 



 

 

 



 

 


