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Conception et caractérisation d’un dispositif 

de contrôle de la production de nanofibres 

 

Contexte 

 

 
      La biologie de synthèse est basée sur l’assemblage de composants génétiques à l’exemple de l’assemblage des 
composants électroniques d’une tablette. Cette révolution dans la manière 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 l’abstraction. Elle permet de produire plus vite, plus efficacement et 
à moindre coût. 
      Pour illustrer cette approche, nous allons nous intéresser à la production de fibres amyloides. Ces fibres sont 
produites naturellement par les microorganismes. Elles protègent les cellules vivantes des agressions 
environnementales sans empêcher les échanges vitaux avec le milieu. Ces fils naturels sont formés de composants 
unitaires à l’image des perles d’un collier. Chaque composant, ou perle, est codé par une séquence d’ADN sur 
laquelle peuvent être greffés des implants conférant à 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 des implants et leur greffe sur les séquences d’ADN naturelles utilise la biologie de synthèse. Dans 
une première étape, nous allons caractériser un promoteur fort permettant de contrôler la production d’une fibre 
amyloide par un simple changement de température : le promoteur curli est en position ON à 30°C et OFF à 37°C. 
Pour cela, un gène rapporteur conférant la capacité de fluorescence sera placé sous contrôle de ce promoteur en 
comparant deux méthodes : 1) design in silico et 2) clonage SLIC. 
 

 

 

 

Objectifs du TP 
 
 Mettre en œuvre la démarche expérimentale pour contrôler la qualité d’un plasmide contenant une 

construction ADN d’intérêt commandé à un prestataire.  

 Réaliser la bioamplification de l’ADN réceptionné. Analyser in silico les données de séquençage ADN fournies 
par le prestataire.  

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

JOUR 1 

8h-12h 

 Topo introductif, visite de la plateforme Microbiologie 

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

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

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

 Tenir son cahier de laboratoire : quelles informations ? 

 Mise en culture des souches n°1 (MC4100 ompR234) ou n°2 (NM522) pour la transformation 

14h-18h 

 Préparation des cellules compétentes, transformation avec pCGS04 prestataire 

 Analyse de la séquence ADN fournie par le prestataire. Comparaison de séquences à l’aide du logiciel Serial Cloner 
pour identifier et vérifier la séquence du plasmide et du gène d’intérêt. Eléments remarquables (gènes de 
résistances aux antibiotiques, origine de réplication…). Cartographie de restriction. Mettre en œuvre la démarche 
expérimentale pour le contrôle de la qualité de la séquence d’ADN fournie. 

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

 Méthodes d’analyse de l’ADN : séparation sur gel d’agarose (paramètres clé : concentration d’agarose, type de 
tampon, voltage) et préparation des échantillons à déposer (solution de dépôt) 

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

 Digestions enzymatiques de contrôle (pCGS04=pSB1K3-Pcurli-RBS-GFP (KanR) à digérer par EcoRI et PstI, analyse 

des conditions de double digestion, contrôles simples digestions. 

 Remplir le cahier de laboratoire 
 

 

JOUR 2 

 
8h-12h 

 Coulage d’un gel d’agarose à 0,7%  

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

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

 Révélation de l’ADN grâce 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 

 Contrôle de la qualité de la PCR : notion de témoin positif et négatif 

 Optimisation de la réaction de PCR : rôle du MgCl2, température d’hybridation, ratio matrice/amorces 

 Conception (design) des amorces 

 Réaction de PCR sur ADN génomique (MC4100 1µL) ou p50 (=pCSG4 ApR 1µL), contrôles 

 Mise en culture des transformants issus de la transformation effectuée à J1. Notion de collections. 

 Remplir le cahier de laboratoire 
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JOUR 3 
8h-12h 

 Préparation de l’analyse sur gel de la réaction de PCR 

 Principe d’extraction de l’ADN plasmidique, kits commerciaux 

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

 Coulage gel d’agarose à la concentration appropriée pour l’analyse des plasmides amplifiés in vivo 

 Miniprep ADN plasmides amplifiés in vivo 

 Scale-up (mini, midi, mega Prep) 
 

14h-18h 

 Digestion enzymatique de l’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 contrôles 

 Analyse des gels 

 Remplir le cahier de laboratoire 
 
 

JOUR 4 
8h-12h 

 Principe de clonage, méthode SLIC 

 Test fonctionnel : définir l’approche expérimentale pour tester la fonctionnalité du pCGS04 commandée au 
prestataire 

 Clonage SLIC: détermination des quantités d’AND insert (produit de PCR) et vecteur (pIG57= pSB1K3-RBS-GFP, 
KanR) au Nanodrop et sur gel d’agarose, préparation du mix réactionnel. Digestion EcorI du pIG57.  

 Mise en culture pour la transformation 
 
14h-18h 

 Préparation des cellules compétentes, transformation, étalement sur milieu sélectif 

 La régulation de l’opéron curli 
 

 

JOUR 5 
8h-12h 

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

 Prélèvements réguliers pour dosage GFP 

 Les gènes rapporteurs GFP et leurs dérivés 

 Les fusions de transcription 

 Dosage GFP sur boites au Chemidoc 

 Dosage des prélèvements effectués au cours du matin au fluorimètre Chameleon 
 

14h-18h 

 Prélèvements et dosages de l’après-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 
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 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 pIG57=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 électrophorèse) 

 

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 
 
PCR : PrimeSTAR Max DNA Polymerase 
PstI 
Boites GL Kan 
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Les recettes 

secrètes 
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Gel d’agarose et électrophorèse 
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Révélation de l’ADN sous UV: utilisation du Chemidoc 
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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 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Préparation de bactéries compétentes 

 

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

forte agitation 

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

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

 
 

 

- Réaliser un choc thermique en plaçant le tube à 42°C pendant 50 secondes, replacer sur la glace 
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Oligos : Prom curli sens, Prom curli rev (1µL de primers dilués 1/10ème) 

ADNg MC4100  (1 à 3 µL ou p50 1µL de plasmide dilué de 10 à 200 ng/µL) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

15 µL 

1,5 µL du stock à 10µM 

1,5 µL du stoc k à 10µM 

 1 µL d’ADNg 

Qsp 30µL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
98°C 1 min 
98°C 10 sec  35 cycles 
50°C 10 sec  
72°C 20 sec 
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Clonage SLIC  

 

  pIG57 digéré EcoRI (inactiver !)                     Produit de PCR sur ADNg MC4100  
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  Utilisez MC4100 ompR234 « home made » 

 

 

Prévoir 3 contrôles : sans ADN, plasmide sans insert, produit de PCR seul  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mise en culture de bactéries (solide à 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 être estimée à partir de la mesure de la densité optique effectuée à 600 nm. 
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Miniprep ADN plasmidique  
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Annexes 
 

Sequence Promoteur curli P  csgBA 
http://www.ecogene.org/?q=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 
 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

pMB1 


