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Production de la librairie chez TWIST
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Amplification de la librairie
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AgeI

SalI

Digestion overnight avec les 
enzymes AgeI-HF et SalI-HF

Clonage de la librairie dans le vecteur 324
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Culture bactérienne

Pour contrôler la complexité 

Compter les colonies

Calculer la quantité de culture 
nécessaire pour 100K-500K colonies  

1µL

0,1µL

0,01µL

1h milieu 
SOC

500 µL X2 grandes boites

400 mL culture
Milieu TB + carb

Bactéries MegaX DH10B 
(Electrocompétentes)
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Lignée cellulaire Système de transfection N cellules par Réplicat Quantité ADN par million 
de cellule

Extraction ARN

K562 
(erythroleucémie)

Neon 5M 5µg Après 24h

A549
(adénocarcinome)

Lipofectamine 5M 5µg Après 24h

CCRF-CEM
(Leucémie T)

Neon 10M 5µg Après 24h

GM12878
(Lymphoblastoide B)

Neon 10-20M 3µg Après 6h

MEC-1
(Lymphome B)

Neon 10M 5µg Après 24h

HG-3
(Lymphome B)

Neon 10M 5µg Après 24h

Karpas-422
(Lymphome B)

Neon 10M 5µg Après 24h
(max 10% viabilité)

Contrôles :
1 contrôle WT
1 contrôle Plasmide vide 

Transfection des cellules

Plasmide vide LIB 8

4 réplicats



Ex : GM12878 Neon 10ul

GM WT
GM + 1ug

GM WT
GM + 2ug

GM WT
GM + 3ug GM WT

GM + 4ug
GM WT
GM + 5ug

Vivantes : 60% Vivantes : 40% Vivantes : 25% Vivantes : 19% Vivantes : 10%24h

6h Vivantes : 40%
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Préparation pour le séquençage

Extraction 
ARN tot

Isolation
ARNm Synthèse 

cDNA

Extraction
ADNg/INPUT

Kit : Rneasy mini kit 
part 1 & 2 (Qiagen)

Kit : Dynabeads
mRNA purification

Kit : Superscript III 
first strand synthesis
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Préparation pour le séquençage

PCR1 
PCR2 (indexing PCR)

cDNA

INPUT 

P9 + P10

P11 + P10 

Kit : NEBNext Multiplex Oligos for Illumina

Un couple de primer i5 et i7 unique par échantillon

Purif sur bille Kit : Ampure XP beads 

LIB : 20M de reads (10M PE) 
INPUT et cDNA : 10M de reads (5M PE)

Séquençage Illumina

Séquençage en PE 
(150pb gauche et droite)
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Documentation en ligne

Guide détaillé de toutes les étapes critiques pour la préparation des 

librairies et l’analyse des données MPRA

Bookdown guide 

https://gokhmanlaborganization.github.io/MPRA_QC_book/

Liste de script pour le Quality Control et l’analyse bio informatique :

https://github.com/GokhmanLabOrganization/MPRA_QC_analysis
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