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Leçon 6

• Synthèse des protéines

- RNA

- Ribosome

• Expression de protéines recombinantes

- DNA isolé d’un donneur

- Plasmide (vecteur) de DNA

- Expression dans un hôte différent

une méduse

DNA d’une protéine 
fluorescente

souris fluorescentes



Synthèse des protéines

?



Synthèse des protéines



64 codons
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Exemple:

TTC  PheT
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T

T

T
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Quelques amino

acids ont 

plusieurs codes:

TCT  Ser

TCC  Ser

TCA Ser

TCG  Ser

AGT  Ser

AGC  Ser
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Quelques 

aminoacids ont 

seulement un code:

ATG  Met

TGG  Trp

T

T

T

T

T

T



Synthèse des protéines

?



DNA  RNA  protéine

Le RNA est la matrice 

pour la synthèse des 

protéines

RNA polymérase

Ribosome



RNA

• Le RNA est un polymère 

linéaire composé de 

nucléotides comme 

le DNA

• Le RNA possède un seul brin 
(ne forme pas de double hélices 

comme le DNA)



RNA

• Le RNA est un polymère 

linéaire composé de 

nucléotides comme 

le DNA

• Le RNA possède un seul brin 
(ne forme pas de double hélices 

comme le DNA)

Quelles sont les 

différences entre la 

structure chimique du 

DNA et du RNA?



Structure chimique de RNA

C5’

C3’

Le ribose



Les bases de DNA et RNA



Les bases et nucléosides de DNA et RNA

thymin thymidine

uracil uridine

DNA

RNA



Transcription



Transcription

(matrice)

ATP, CTP, GTP, UTP



Transcription

(matrice)

ATP, CTP, GTP, UTP

Quel processus ressemble à la transcription ?



La synthèse du RNA est semblable à celle du DNA

Synthèse du DNA

processus pour doubler le DNA



La synthèse du RNA est semblable à celle du DNA

Synthèse du DNA

Enzyme

Direction

Matrice

Nucléotides

DNA polymérase

5’3’

DNA

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
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La synthèse du RNA est semblable à celle du DNA

Synthèse de DNA Synthèse de RNA

Enzyme

Direction

Matrice

Nucléotides

RNA polymérase

5’3’

DNA

ATP, CTP, GTP, UTP

DNA polymérase

5’3’

DNA

dATP, dCTP, dGTP, dTTP



Transcription du RNA

mRNA (=messenger RNA)
Brin matrice de DNA

Brin codant de DNA

mRNA

Brin matrice de DNA

Brin codant de DNA



Mécanisme de transcription

brin mRNA

matrice



Comparaison avec la DNA polymérisation



Comparaison de la RNA et DNA polymérisation

Synthèse de DNASynthèse de RNA

RNA

RNA
polymérase

DNA
polymérase

(amorce)



Comparaison de la RNA et DNA polymérisation

Synthèse de DNASynthèse de RNA

RNA

RNA
polymérase

DNA
polymérase

Comment est-ce que la RNA polymérase sait-elle à quelle position 

dans le gène elle doit commencer?

(amorce)



La transcription commence près des sites promoteurs

ence

site promoteur

- 35 - 10 premier nucléotide1

position relative au 5’ terminus du mRNA

RNA polymérase

Brin matrice de DNA

Brin codant de DNA



La transcription commence près des sites promoteurs

Pribnow boxrégion de -35 

TTGACA TATAAT

Brin codant de DNA



La transcription commence près des sites promoteurs

similaire

Brin codant de DNA

Brin codant de DNA



Transcription du RNA

mRNA

Brin matrice de DNA

Brin codant de DNA

Quand est-ce que la polymérase du RNA termine la synthèse?



Séquence de sites de terminaison

épingle à cheveux

(dans la séquence de mRNA)



Séquence de sites de terminaison

épingle à cheveux

(dans la séquence de mRNA)

plusieurs résidus U

séquence complémentaire
(riche en C et G)

Dans les cellules eucaryotes: séquence d’adénulates (queue poly A)



Transcription



Traduction

traduction



Transcription

Comment le RNA peut-il être traduit en protéines?



Translation de RNA

adaptateur



Translation de RNA

adaptateur



Translation de RNA

adaptateur Quel type de molécule 

est utilisé comme 

adaptateur?



tRNA (RNA de transfert)



tRNA (RNA de transfert)

un site d’attachement 
de l’aminoacide

un site de 
reconnaissance

de la matrice
(=anticodon)



tRNA (RNA de transfert)

un site d’attachement 
de l’aminoacide

Comment 

l’aminoacide peut-il 

être attaché?

un site de 
reconnaissance

de la matrice
(=anticodon)



Le groupe hydroxyle (3’ ou 2’) 
du ribose est lié 

à l’aminoacide par 
une liaison ester



Le groupe hydroxyle (3’ ou 2’) 
du ribose est lié 

à l’aminoacide par 
une liaison ester

Comment le tRNA 

peut-il être chargé 

avec un 

aminoacide?



Aminoacyl-tRNA synthétase



tRNA (RNA de transfert)



Translation de RNA

adaptateur



Translation de RNA

Comment est-ce 

que les 

aminoacides sont 

connectés?

adaptateur



Ribosome

30S

50S



• 2 sous-unités (50S et 30S) 

• Constituants du ribosome: protéines et RNA (rRNA)

Ribosome



Ada Yonath



Traduction par le ribosome 

Image d’un mRNA et des ribosomes par microscopie électronique 



Traduction par le ribosome 

Comment le ribosome sait-il à quelle position 

sur le mRNA il doit commencer la traduction?



Reading frame: 3 possibilités



Reading frame: 3 possibilités

Phe – Ser – Asp – Leu - Glu - …

Ser – Arg – Thr – Trp – Arg - …

Leu – Gly – Pro – Gly - Asp - …



Reading frame: 3 possibilités

Phe – Ser – Asp – Leu - Glu - …

Ser – Arg – Thr – Trp – Arg - …

Leu – Gly – Pro – Gly - Asp - …

Comment le ribosome sait-il à quelle position 

sur le mRNA il doit commencer la traduction?



La traduction commence toujours avec une méthionine

Signal de départ (start codon): AUG



Séquence de Shine-Dalgarno

• Premier aminoacide chez les procaryotes: fMet

• Signal d’initiation: région avec plusieurs bases de purine (Shine-Dalgarno)



Terminaison de la chaîne

Comment le ribosome sait-il à quelle position 

sur le mRNA il doit terminer la traduction?



Codons et facteurs de terminaison

• Codons de terminaison: des tRNA 

n’existent pas pour quelques codons:

UAA, UAG, UGA

• Facteurs de terminaison: des 

protéines specifiques



Transcription et traduction

Que se passe-t-il avec le RNA 

quand la protéine a été 

synthétisée et que le RNA 

n’est plus nécessaire?

?



Transcription et traduction

Le mRNA est beaucoup moins 
stable que le DNA

 Le mRNA est décomposé



Stabilité du DNA et RNA

C5’

C3’

Pourquoi est-ce que le RNA est chimiquement moins stable que le DNA?
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• Synthèse des protéines

- RNA

- Ribosome

• Expression de protéines recombinantes

- DNA isolé d’un donneur

- Plasmide (vecteur) de DNA

- Expression dans un hôte différent

une méduse

DNA d’une protéine 
fluorescente

souris fluorescentes



Insuline

• 51 aminoacides (5808 Da)

• Protéine importante pour la régulation de la concentration 

en glucose

• Une des premières protéines produites par la technologie 

recombinante

structure primaire structure tertiaire



• 1921: Les injections d'extrait d'insuline 

d‘un pancréas de chien diminuèrent

la concentration en glucose 

• L'insuline des animaux (cochon, vache) est 

utilisée pour les personnes diabétiques

Découverte de l'insuline

Banting and Best

Quelles sont les limitations de 

l'insuline porcine ou bovine?



Découverte de l'insuline

Banting and Best- insuline de porc: 1 mutation d‘aminoacide

- insuline bovine: 3 mutations d‘aminoacide

Quelles sont les limitations de 

l'insuline porcine ou bovine?

• 1921: Les injections d'extrait d'insuline 

d‘un pancréas de chien diminuèrent

la concentration en glucose 

• L'insuline des animaux (cochon, vache) est 

utilisée pour les personnes diabétiques



Insuline humaine recombinante

• 1978 Genentech produit de l’insuline ‘humaine’ dans des bactéries 

de Escherichia coli par la technologie de DNA recombinant



Expression recombinante de insuline



Expression recombinante de insuline

Isolation du matériel 

génétique:

- DNA génomique

- mRNA



Expression recombinante de insuline
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Synthèse 

de DNA:

- cDNA
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Expression recombinante de insuline

Isolation du matériel 

génétique:

- DNA génomique

- mRNA

Synthèse 

de DNA:

- cDNA

Insertion dans

un vecteur:

- plasmide

Transfert 

dans l’hôte:

- bactérie



Expression recombinante de insuline

Isolation du matériel 

génétique:

- DNA génomique

- mRNA

Synthèse 

de DNA:

- cDNA

Insertion dans

un vecteur:

- plasmide

Transfert 

dans l’hôte:

- bactérie



Transcription inverse

transcriptase inverse

cDNA = DNA complémentaire

mRNA de 

plusieurs gènes



Transcription inverse

cDNA = DNA complémentaire

dATP, dCTP, dGTP, dTTPtranscriptase inverse

(enzyme d’un virus)



Transcription inverse

cDNA = DNA complémentaire

dATP, dCTP, dGTP, dTTPtranscriptase inverse

(enzyme d’un virus)



Polymérases

DNA polymérase RNA polymérase transcriptase inverse

Quelles sont les fonctions de ces trois polymérases?



Polymérases

DNA polymérase RNA polymérase transcriptase inverse

Fonction synthèse mRNAduplication de DNA synthèse DNA



Polymérases

DNA polymérase RNA polymérase transcriptase inverse

Fonction

Matrice

Nucléotides

synthèse mRNA

DNA

ATP, CTP, GTP, UTP

duplication de DNA

DNA

dATP, dCTP, dGTP, dTTP

synthèse DNA

RNA

dATP, dCTP, dGTP, dTTP



Transcription inverse

cDNA = DNA complémentaire

dATP, dCTP, dGTP, dTTPtranscriptase inverse

(enzyme d’un virus)



Synthèse de DNA du gène d’insuline

cDNA

(DNA complémentaire)

cDNA de plusieurs gènes

(pas seulement d‘insuline!)

Comment pourrait-on synthétiser de grandes quantités de 

DNA du gène de l'insuline?



Synthèse de DNA dans une réaction PCR

PCR

cDNA

(DNA complémentaire)

amorces (= primer) 

spécifiques pour 

le gène de l'insuline



25 cycles

environ 106 copies 

du gène de l’insuline 



Expression recombinante de l'insuline

Isolation du matériel 

génétique:

- DNA génomique

- mRNA

Synthèse 

de DNA:

- cDNA

Insertion dans

un vecteur:

- plasmide

Transfert 

dans l’hôte:

- bactérie



Plasmide de DNA

DNA génomique de bactérie 

(Dans E.coli, 4.6 million de nucléotides, 

contient tous les gènes de la bactérie)

Plasmide = DNA circulaire 

(environ 4000 nucléotides, peut se 

répliquer de façon autonome 

dans la bactérie) 



Origine de réplication

L’origine de réplication permet 

au plasmide de se répliquer



E. coli plasmid pBR322

Résistance d'antibiotique

Example: résistance ampicillin

 expression de la protéine 

b-lactamase  



Expression recombinante de l'insuline

Isolation du matériel 

génétique:

- DNA génomique

- mRNA

Synthèse 

de DNA:

- cDNA

Insertion dans

un vecteur:

- plasmide

Transfert 

dans l’hôte:

- bactérie



Plasmide de DNA

plasmides isolés

(deux brins)

ouverture des 

cellules,

isolation des 

plasmides



Plasmide de DNA

plasmides isolés

(deux brins)

ouverture des 

cellules,

isolation des 

plasmides

Comment pourrait-on insérer le DNA de l'insuline dans un plasmide?



Enzymes de restriction

extrémités 

cohésives

EcoRI



Ligation du gène de l'insuline dans un plasmide

+

‘sticky end’

‘blunt end’

gène de l'insuline

plasmide



+

‘sticky end’

‘blunt end’

Comment pourrait-on lier 

le plasmide et le gène de l'insuline?

gène de l'insuline

plasmide

Ligation du gène de l'insuline dans un plasmide



Introduire des sites de restriction dans le gène de 

l’insuline par PCR

Exemple d’une amorce:

5’-GAATTCGTACCGTTAGTG-3’



‘sticky end’ ‘sticky end’



Insertion d’un gène dans un plasmide



Expression recombinante de l'insuline

Isolation du matériel 

génétique:

- DNA génomique

- mRNA

Synthèse 

de DNA:

- cDNA

Insertion dans

un vecteur:

- plasmide

Transfert 

dans l’hôte:

- bactérie



Transformation du plasmide dans les bactéries

Comment pourrait-on ‘injecter’ le plasmide dans les bactéries?



Transformation du plasmide dans les bactéries

ampicilline
Toutes les bactéries poussent sur la plaque



Transformation du plasmide dans les bactéries

ampicilline

Comment pourrait-on identifier 

les bactéries qui contiennent le plasmide?

Toutes les bactéries poussent sur la plaque



Transformation du plasmide dans les bactéries

ampicilline



Transformation du vecteur dans les bactéries et 

expression de la protéine



Purification des protéines recombinantes

bactéries sans 

plasmide

bactéries avec 

plasmide

Ces bactéries expriment une

protéine en plus



Purification des protéines recombinantes

bactéries sans 

plasmide

bactéries avec 

plasmide

Ces bactéries expriment une

protéine en plus

Comment pourrait-on 

purifier la protéine recombinante?



Méthodes pour la purification des protéines

Méthode:

Chromatographie par gel-filtration

Chromatographie par échange d'ions

Chromatographie d'affinité

Principe de séparation:

Taille

Charge

Affinité spécifique



Chromatographie d’affinité 

Billes avec des groupes 

chimiques (par exemple 

glucose) 

Une protéine qui a une 

affinité pour le glucose

se fixe sur la colonne



Expression de protéines recombinantes avec un ‘tag’

= tag



La protéine ‘GST’ peut se lier 

au tripeptide ‘glutathione’ 
GST

Expression de protéines recombinantes avec un ‘tag’



Purification par chromatographie d’affinité
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Série 5

Question 1
Di-deoxy

nucléotides

Direction de
l’electrophorese

Produits le plus petit





DNA polymérase

dATP

dCTP

dGTP

dTTP

5’-CTTAAG-3’

matrice (un brin de DNA à séquencer)

amorce de DNA

(‘primer’)

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX-5’

ddGTP



DNA polymérase

dATP

dCTP

dGTP

dTTP

5’-CTTAAG-3’

matrice (un brin de DNA à séquencer)

amorce de DNA

(‘primer’)

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX-5’

ddGTP

5’-CTTAAXXXXXXG-3’



DNA polymérase

dATP

dCTP

dGTP

dTTP

5’-CTTAAG-3’

matrice (un brin de DNA à séquencer)

amorce de DNA

(‘primer’)

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX-5’

ddGTP

5’-CTTAAXXXXXXG-3’

5’-CTTAAGXXXXXGXGXXXGGGXXXXG-3’



DNA polymérase

dATP

dCTP

dGTP

dTTP

5’-CTTAAG-3’

matrice (un brin de DNA à séquencer)

amorce de DNA

(‘primer’)

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX-5’

ddGTP

5’-CTTAAXXXXXXG-3’

5’-CTTAAGXXXXXGXGXXXGGGXXXXG-3’
3’-GAATTCXXXXXCXCXXXCCCXXXXC-5’



Série 5

Question 2

5’-XXXXXXXXXX-3’

GAATTC

GAATTC

GAATTC

GAATTC

GAATTC



Série 5

Question 3



Série 5

Question 4


