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Lecon 6

e Synthese des protéines

< K,
- RNA R\ &
: \\ —_>
- Ribosome ‘/

e Expression de protéines recombinantes

- DNAisolé d’'un donneur
- Plasmide (vecteur) de DNA

- Expression dans un hote différent
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DNA d’une protéine
fluorescente

une méduse

souris fluorescentes



Synthese des protéines




Synthese des protéines

ABC, DEF  GHI 6  JKL Base sequence

.

——aa;——aa,——aaz——aaz—— Amino acid sequence




TABLE 5.4 The genetic code

f'sn"s; IE)C;))smon Sesond pontion ’(I:;llnzidp)osmon
T C A G
Phe Ser Tyr Cys T
T Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Stop Stop A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Pro His Arg T
C Leu Pro His Arg C
Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro Gln Arg G
Ile Thr Asn Ser T
A Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly T
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Note: This table identifies the amino acid encoded by each triplet. For example, the codon

5" AUG 3’ on mRNA specifies methionine, whereas CAU specifies histidine. UAA,

UAG, and UGA are termination signals. AUQG is part of the initiation signal, in addition

to coding for internal methionine residues.

64 codons



TABLE 5.4 The genetic code

f'sn"s; IE)C;))smon Sesond pontion ’(I:;llnzidp)osmon
T C A G
Phe Ser Tyr Cys T
T Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Stop Stop A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Pro His Arg T
C Leu Pro His Arg C
Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro Gln Arg G
Ile Thr Asn Ser T
A Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly T
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Note: This table identifies the amino acid encoded by each triplet. For example, the codon
5" AUG 3’ on mRNA specifies methionine, whereas CAU specifies histidine. UAA,
UAG, and UGA are termination signals. AUQG is part of the initiation signal, in addition
to coding for internal methionine residues.

Exemple:

TTC - Phe



TABLE 5.4 The genetic code
First position Second ponition Third position _
(5" end) (3" end) Quelques amino

T = | & = acids ont
Phe Ser Tyr Cys T )

T phe || S| | T | C plusieurs codes:
Leu Ser Stop Stop A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Pro His Arg T TCT > Ser

C Leu Pro His Arg C TCC = Ser
Leu Pro GIn Arg A
Dew | Pew | Gl | JArg G TCA - Ser
Tle Thr | Asn Ser T TCG = Ser

A Ile Thr Asn Ser @
Ile Thr | Lys Arg A AGT > Ser
Met Thr Lys Arg G AGC = Ser
Val Ala Asp Gly T

G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Note: This table identifies the amino acid encoded by each triplet. For example, the codon
5" AUG 3’ on mRNA specifies methionine, whereas CAU specifies histidine. UAA,
UAG, and UGA are termination signals. AUQG is part of the initiation signal, in addition
to coding for internal methionine residues.



TABLE 5.4 The genetic code
First position {0 Third position
(5' end) Second position (3’ end) Quelques
LI A I aminoacids ont

Phe Ser Tyr Cys T

T Phe | Ser Ty G C seulement un code:
Leu Ser Stop Stop A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Pro His Arg T ATG - Met

C Leu Pro His Arg C
Leu Pro GIn Arg A
Dew | Pew | Gl | JArg G TGG =2 Trp
Ile Thr Asn Ser T

A Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly T

G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Note: This table identifies the amino acid encoded by each triplet. For example, the codon
5" AUG 3’ on mRNA specifies methionine, whereas CAU specifies histidine. UAA,
UAG, and UGA are termination signals. AUQG is part of the initiation signal, in addition
to coding for internal methionine residues.



Synthese des protéines

ABC, DEF  GHI 6  JKL Base sequence

——aa;——aa,——aaz——aaz—— Amino acid sequence



DNA = RNA - protéine

Replication

Le RNA est la matrice
pour la synthese des
protéines

Ribosome




RNA

* Le RNA est un polymere
linéaire compose de
nucléotides comme
le DNA

* Le RNA possede un seul brin

(ne forme pas de double hélices
comme le DNA)




RNA

* Le RNA est un polymere
linéaire compose de
nucléotides comme
le DNA

* Le RNA possede 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

Le ribose
base base base
H H
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RNA



Les bases de et RNA
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Figure 8-2

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company




Les bases et nucléosides de

0O
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Transcription

Replication




Transcription

ATP, CTP, GTP, UTP

Antisense strand  (matrice) RNA polymerase

LI |
ATGACGGATCA
UACUGCCU (;:‘-l;l

RNA Transcript

 BLELELEL 1
AG GGAATTGGCGACATAA

e O m-

TACTGCCTAGTLGGLUGTTLGLLCTTAACCGLTGTATT
| I [ (N (N [ (N [ (N (O N NN N [ L i1 11
Sense strand




Transcription

ATP, CTP, GTP, UTP

Antisense strand  (matrice) RNA polymerase

TT T T T T T T T T T T T I T IT L ETI I T T T T T T T T IrrId
ATGACGGATCAGCCGCAAG GGAATTGGCGACATAA
UAEUGCEUAGUCGGGGUU}
RN

RNA Transcript

TACTGCCTAGTCGGCGTTC
| I [ ([ (O O (O L.l
Sense strand

Quel processus ressemble a la transcription ?

CCTTAACCGCTGTATT
L1 1 L1 1 1l

L1 1 11




La synthese du RNA est semblable a celle du DNA

Synthése du DNA

™
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Daughter‘ Parent
strands  strand

Parent
strand

processus pour doubler le DNA



La synthese du RNA est semblable a celle du DNA

Synthése du DNA

aughter Parent
strands  strand

Enzyme
Direction
Matrice

Nucléotides



La synthese du RNA est semblable a celle du DNA

Synthése du DNA Synthése du RNA

Daughter Parent
strands  strand

Enzyme
Direction
Matrice

Nucléotides



La synthese du RNA est semblable a celle du DNA

Synthése du DNA Synthése du RNA

strand

Daughter Parent
strands

Enzyme RNA polymérase
Direction
Matrice

Nucléotides



La synthese du RNA est semblable a celle du DNA

Synthése de DNA Synthése de RNA

Daughter Parent
strands  strand

Enzyme RNA polymérase
Direction 5 >3
Matrice

Nucléotides



La synthese du RNA est semblable a celle du DNA

Synthése de DNA Synthése de RNA

Daughter Parent
strands  strand

Enzyme RNA polymérase
Direction 5->3
Matrice DNA

Nucléotides



La synthese du RNA est semblable a celle du DNA

Synthése de DNA Synthése de RNA

Daughter Parent
strands  strand

Parent
strand

Enzyme RNA polymérase
Direction 5->3
Matrice DNA

Nucléotides ATP, CTP, GTP, UTP



Transcription du RNA

Brin matrice de DNA

y

Antisense strand RNA polymerase
rrrrrrrrrerrrrrrrrrigeiirrrrrrrrorroeag
ATGACGGATCAGCCGCAAG GGAATTGGCGACAT
UACUGCCUAGUCGGCGUU

MRNA

TACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCT

L a1 1 1.8 1 4. 8.3 1 8 §B & & 0B ' ° B °i. 5 @& 8 1 0 8 0 1 1.1
Sense strand

™ -
> -

ranscrip

- @)
- —
=
-
- —

Brin codant de DNA

5'—GCGGCGACGCGCAGUUAAUCCCACAGCCGCCAGUUCCGCUGGCGGCAUUUU—3 mBNA (=rT1essenger RNA)
' —CGCCGCTGCGCGTCAATTAGGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAA—S Brin matrice de DNA
5'—GCGGCGACGCGCAGTTAATCCCACAGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTIT—3  Brin codant de DNA



Mécanisme de transcription

matrice

3

Primer strand

%

brin mRNA
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Comparaison avec la DNA polymeérisation

|Primer strand|

0
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Comparaison de la RNA et polymeérisation

Synthése de RNA Synthése de DNA

DNA

e polymérase

NN ST A I I B —>
SO Y B B VT s s B B O O

Primer (amorce)
New RNA | New DNA
| | Parental DNA | Parental DNA



Comparaison de la RNA et polymeérisation

Synthése de RNA Synthése de DNA

DNA
€ polymérase

BER
NN

| |
S S T T T A e O A O

Primer (amorce)
New RNA | New DNA
| | Parental DNA | Parental DNA

Comment est-ce que la RNA polymérase sait-elle a quelle position
dans le gene elle doit commencer?



La transcription commence pres des sites promoteurs

position relative au 5’ terminus du mRNA

- 35 -10 1/ premier nucléotide

promoter sequence
copied DNA strand / start signal
G

f , \
T[T

.y

Kii

5

Brin matrice de DNA

At

= 1

5 Y, GAT .
complementary i N : v, D

DNA strand 7 RNA

A ~ polvmerase

\

site promoteur RNA polymérase



La transcription commence pres des sites promoteurs

Brin codant de DNA

(A)

33 =10 +1
TTGACA TATAAT
—35 region Pribnow e
box Start of

EMNA
Prokaryotic promoter site

region de -35 Pribnow box

TTGACA TATAAT



La transcription commence pres des sites promoteurs

Brin codant de DNA

(A)

Brin codant de DNA

(B)

—33 —10 +1
TTGACA TATAAT
-35 region Pribnow it
b0 Start of
ENA
Prokaryotic promoter site
similaire
{;"‘s\ ,,1 ‘s\
\—75 ‘,‘ \—25 ‘,‘ +1
GGNCAATCT TATAAA
CAAT box TATA box -
(sometimes present) (Hogness box) Start of
RNA

Eukaryotic promoter site



Transcription du RNA

Brin matrice de DNA

y

Antisense strand RNA polymerase
rrrrrrrrrerrrrrrrrrigiirrrrrrrrrroronag
ATGACGGATCAGCCGCAAG GGAATTGGCGACAT
UACUGCCUAGUCGGCGUU

MRNA

TACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCTGTATT
L1 1 1 11

L4 2 1 1 9 8 8 9 8% 8 3 8 0 B OB OB OB D BB OB OB BRI DR ORI
Sense strand

™ -
> -

ranscrip

Brin codant de DNA

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



Séquence de sites de terminaison

U C
L)
U\ /G

épingle a cheveux

(dans la séquence de mRNA)

O —N——O— N ——>—L)
»
2 el e e el e L o p

s=CCACAG” SA U U U U=—0H



Séquence de sites de terminaison

U C
L)
U\ /G

séquence complémentaire
(riche en C et G)

épingle a cheveux

(dans la séquence de mRNA)

plusieurs résidus U

/

SA U U U U=—0H

OO} L)
.
(Yo Y O v (e ) O v ™)

s=CCACAG”

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



Transcription

Replication




Traduction

Replication

traduction




Transcription

ABC  DEF A GHI K  JKL Base sequence

——aaj;——aa,——aaz——aaz—— Amino acid sequence

Comment le RNA peut-il étre traduit en protéines?



Translation de RNA

Amino acid

adaptateur

\

B 1 N GO

Nucleotide triplet coding

for an amino acid

Figure 27-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company



Translation de RNA

adaptateur

Nucleotide triplet coding
for an amino acid

Figure 27-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Translation de RNA

Quel type de molécule
est utilisé comme
adaptateur?

adaptateur

Nucleotide triplet coding
for an amino acid

Figure 27-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



tRNA (RNA de transfert)

tRNA

Anticodon
3 2

3'

mRNA 5'

Figure 27-8a
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company



tRNA (RNA de transfert)

un site d’attachement 3!
;. . —=>
de 'aminoacide
I
tRNA
un site de
reconnaissance
de la matrice ,
Anticodon

(=anticodon) T~

mRNA 5'

Blcw
clizx»N
NG =

3'

N|=
o

QN
SL

Figure 27-8a
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



tRNA (RNA de transfert)

un site d’attachement
de I'aminoacide

Comment
tRNA I'aminoacide peut-il
étre attaché?

un site de
reconnaissance
de la matrice ,
Anticodon

(=anticodon) ~~g (3 2 1

2
A
u
2

_3'

>lic

mRNA 5'

w ANIliG =

—

L < 3
Codon

Figure 27-8a
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



3'end of tRNA

Adenine H
4 OH I'll
C C—R
CH> H (") +|\I|H3
0 Amindycyl
-0—P=0 group
0]

Le groupe hydroxyle (3’ ou 2’)
du ribose est lié
a I'aminoacide par

Amino acid
arm

D TY C une liaison ester
arm arm
Anticodon
arm
Figure 27-20

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Comment le tRNA
peut-il étre chargé
avec un
aminoacide?

3'end of tRNA

Amino acid
arm

D Ty C
arm arm
Anticodon
arm
Figure 27-20

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Adenine H
4 OH I'll
C C—R
CH> H (") +|\I|H3
0 Amindycyl
-0—P=0 group
0]

Le groupe hydroxyle (3’ ou 2’)
du ribose est lié
a I'aminoacide par
une liaison ester



Aminoacyl-tRNA synthétase




tRNA (RNA de transfert)

[ ) Phenylalanin

Phe-tRNA

Anticodan-
Schleife
L-Form der {-RRNA

Anficodon



Translation de RNA

Phe-tRNA

Nucleotide triplet coding
for an amino acid

Figure 27-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Translation de RNA

Phe-tRNA

Comment est-ce
gue les

L-Form der -RMNA

adaptateur aminoacides sont

connectés?

Nucleotide triplet coding
for an amino acid

Figure 27-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Ribosome

newly born protei
amino acids

large subunit

_ small subunit



Ribosome

e 2 sous-unités (50S et 30S)

e Constituants du ribosome: protéines et RNA (rRNA)



)

»

Nobelpriset i kemi 2009

Venkatraman Ramakrishnan ThomasA Steitz Ada E. Yonath
MRC Laboratory of Molecular Yale Universtty, Weizmann Institute of Science.
Biology, Cambridge, UK NewHaven, CT, USA Rehovot, Israel

*for studier av ribosomens struktur och funktion®
“for studies of the structure and function of the ribosome’

Ada Yonath




Traduction par le ribosome

N = Y,
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Image d’'un mRNA et des ribosomes par microscopie électronique



Traduction par le ribosome

Direction of
translation

MmRNA

Polypeptides

Ribosomes

Comment le ribosome sait-il a quelle position
sur le mRNA il doit commencer la traduction?



Reading frame: 3 possibilités

Overlapping A UACGAGUC
code 1




Reading frame 1
Reading frame 2

Reading frame 3

Reading frame: 3 possibilités

5

UUuC

UCG

GAC

CuUG

GAG

A UU

CAC

A G U

-3

-—{EMU C UJlc G G|[A € C|[lu G G|[A G A|[u U C||[A C Al U---

---U Uj|C

U C||IG

G A|C

C V|G

G A||G

A _U||U

C AJC

A G

Phe — Ser—Asp—-Leu-Glu- ...

Ser—Arg—Thr—Trp—-Arg - ...

EE___



Reading frame 1
Reading frame 2

Reading frame 3

Reading frame: 3 possibilités

5'--qU U

CJlu_cC

G|[G A

ClJlc U

G|[G A

GJ|[A U

UjlC A

C|I[A_G

U]---3'

——-_U_"U C UJlc G G|[A € C|[lu G G|[A G A|[u U C||[A C Al U---

---U U

CuUC

GGA

cCcu

GGA

GAU

UCA

CAG

IE___

Phe —Ser—-Asp—-Leu-Glu- ...
Ser—Arg—Thr—-Trp —Arg - ...

Comment le ribosome sait-il a quelle position

sur le mRNA il doit commencer la traduction?



La traduction commence toujours avec une méthionine

Second Base

Large
ribosomal
subunit

Signal de départ (start codon): AUG

s
a
©
@
13
e




Séquence de Shine-Dalgarno

Formyl group
=0

—Nn—x

NH O

Lol
CH,—S — CH,— CH,—C—C—0"

. . . |
e Premier aminoacide chez les procaryotes: fMet B

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

3’ end of
16S rRNA

N OC» O

5" - 3

GAUUCCUAGGAGGUUUGACCUAUGICGAGCUUUUAGU—Messenger RNA

"fMet- Arg' Ala=~Phe~Ser—Polypeptide



Terminaison de la chaine

Comment le ribosome sait-il a quelle position
sur le mRNA il doit terminer la traduction?



Codons et facteurs de terminaison

Second Base

m - « Codons de terminaison: des tRNA
n’existent pas pour quelques codons:

- | UAA, UAG, UGA

oseg paylL

» Facteurs de terminaison:; des

protéines specifiqgues

Release E
factor oo
polypeptide

5
< B —

Stop codon
(UAG, UAA, or UGA)



Transcription et traduction

Que se passe-t-il avec le RNA
guand 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

OH

5[

3 5 3
\/ \/ \/“mk
A /\ A
0-0 O - 0-0
RNA

Pourquoi est-ce que le RNA est chimiguement moins stable que le DNA?



(0]
I
2',3'-Cyclic CH, O Base, H.0 Mixture of 2'- and
2 ;
monophosphate —— > 3'-monophosphate
derivative H H derivatives
(o) o)
\P/
N
0/ \0
> +
Base,
(o) OH
RNA | Shortened
O—I-'I‘=O RNA
Figure 8-8

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Lecon 6

e Synthese des protéines

< K,
- RNA R\ &
: \\ —_>
- Ribosome ‘/

e Expression de protéines recombinantes

- DNAisolé d’'un donneur
- Plasmide (vecteur) de DNA

- Expression dans un hote différent

—

DNA d’une protéine
fluorescente

une méduse

souris fluorescentes



Insuline

structure primaire structure tertiaire

« 51 aminoacides (5808 Da)

 Protéine importante pour la régulation de la concentration
en glucose

» Une des premieres protéines produites par la technologie

recombinante



Découverte de l'insuline

e 1921: Les injections d'extrait d'insuline
d‘un pancréas de chien diminuerent
la concentration en glucose

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

utilisée pour les personnes diabétiques

Quelles sont les limitations de
I'insuline porcine ou bovine?

Banting and Best



Découverte de l'insuline

e 1921: Les injections d'extrait d'insuline
d‘un pancréas de chien diminuerent
la concentration en glucose

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

utilisée pour les personnes diabétiques

Quelles sont les limitations de
I'insuline porcine ou bovine?

- insuline de porc: 1 mutation d‘aminoacide

- insuline bovine: 3 mutations d‘aminoacide

Banting and Best



Insuline humaine recombinante

e 1978 Genentech produit de I'insuline ‘humaine’ dans des bactéries

de Escherichia coli par la technologie de DNA recombinant

Genentech

1S
— N |
mhg[i ‘ g SRS o bmNEEEERL
= - (BsmEEE;
1 ——
s = i
EEREE ST



Expression recombinante de insuline

Pancreas



Expression recombinante de insuline

&),

Pancreas Mammalian
proinsulin
mRNA

Isolation du matériel
génetique:

- DNA génomique

- mMRNA



Expression recombinante de insuline

Reverse
: J  ftranscriptase
)
/
i v _
i (A),,
Pancreas Mammalian Proinsulin
proinsulin c¢DNA
mMRNA

Isolation du matériel  Synthese
génétique: de DNA:
- DNA génomique - cCDNA

- mMRNA



Expression recombinante de insuline

o Gene for
'I/'" pro/illwsulin
\ y,
Reverse Join to
) transcriptase plasmid
-> { > ———
)
./
(A),
Pancreas Mammalian Proinsulin Recombinant
proinsulin cDNA plasmid
mRNA

Isolation du matériel Synthese Insertion dans
génétique: de DNA: un vecteur:

- DNA génomique - CDNA - plasmide

- mMRNA



Expression recombinante de insuline

, Gene for Proinsulin «,
'/") proinsulin m
P /:;\*\“

) / A
\ Reverse Join to mRNA
) transcriptase plasmid Infect E. cob © Vi
2l > ——e —_— =
)
{
'; \ @
8 \/
Pancreas Mammalian Proinsulin Recombinant Transformed
proinsulin ¢DNA plasmid bacterium
mRNA

Isolation du matériel Synthéese Insertion dans Transfert
génétique: de DNA: un vecteur: dans I’hote:
- DNA génomique - CDNA - plasmide -

- mMRNA



Pancreas

Expression recombinante de insuline

Reverse

transcriptase
N

®,

Mammalian
proinsulin
mRNA

Isolation du matériel
génetique:

- DNA génomique

- MRNA

Proinsulin
cDNA

Synthese
de DNA:
- cCDNA

Gene for Proinsulin
proinsulin \/f{_ff-;w\
: mRNA
. Infect E. col @
_—
Recombinant Transformed
plasmid bacterium

Insertion dans Transfert
un vecteur; dans I’hote:
- plasmide -



MRNA de Transcription inverse
plusieurs genes

~

RNA

N NN NSNSONOOINNIONS AR
A

First strand cDNA synthesis 3:-6ndl doapfer

TTTT —



Transcription inverse

RNA
NN NSNS AR

3’-end adapter

A
First strand cDNA synthesis

TTTT L—
UNNAUNALUNALNNNNINS AAAA
TTTT ——
. . P
transcriptase inverse JATP. dCTP, dGTP, dTTP

(enzyme d’un virus)



Transcription inverse

RNA
NNANNANNNNNT A
. 3’-end ad
First strand cDNA synthesis S
TTTT —
NN NN N AAAA
PTTT —
. . g
transcriptase inverse JATP, dCTP. dGTP, dTTP
(enzyme d’un virus) l

NNONSONSONS NSNS AAAR
dccc _ TTTT —
cDNA = DNA complémentaire




DNA polymérase

Polymeérases

RNA polymérase

transcriptase inverse

RNA
AAAA

A

First strand cDNA synthesis ‘ 3'-end adapter

TTTT —
NN AMA

c— =
asyclon

Quelles sont les fonctions de ces trois polymérases?



Fonction

DNA polymérase

duplication de DNA

Polymeérases

RNA polymérase

synthese mRNA

transcriptase inverse

RNA
AAAA

A

First strand cDNA synthesis ‘ §':end adopler

synthese DNA



Fonction

Matrice

Nucléotides

DNA polymérase

duplication de DNA

DNA

dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Polymeérases

RNA polymérase

synthese mRNA

DNA

ATP, CTP, GTP, UTP

transcriptase inverse

RNA
AAAA

A

First strand cDNA synthesis ‘ 3'-end adapter

OO LN UAN UL AAAA

¢ =
asycion

synthese DNA

RNA

dATP, dCTP, dGTP, dTTP



Transcription inverse

RNA
NNANNANNNNNT A
. 3’-end ad
First strand cDNA synthesis S
TTTT —
NN NN N AAAA
PTTT —
. . g
transcriptase inverse JATP, dCTP. dGTP, dTTP
(enzyme d’un virus) l

NNONSONSONS NSNS AAAR
dccc _ TTTT —
cDNA = DNA complémentaire




Synthese de DNA du gene d’insuline

B | GGGG ' AAAA
B ] CCCC TTTT -

cDNA
(DNA complémentaire)

\

cDNA de plusieurs genes

(pas seulement d‘insuline!)

Comment pourrait-on synthétiser de grandes quantités de
DNA du gene de l'insuline?



Synthése de DNA dans une réaction PCR

PCR Region of target DNA to be amplified
] GGGG : AAAA > , : :
A ] CCCC TTTT — g’
(D Heat to separate
cDNA l @ strands.
. . Add synthetic oligo-
(DNA ComplementaWG) nucleotide primers; cool.
3’ 1
5 ——— 5§'EH «@m5’ .
- I d -
PR - @Add thermostable DNA
_” - - polymerase to catalyze
_ PR _ - - 5’ — 3’ DNA synthesis.
amorces (= primer) .-~ _ -7
spécifiques pour _-~-" 5
N - . 5
le gene de l'insuline 5 -

l Repeat steps@and@.

kY ——
O=

<«

i

) S — |
O
5’ I:i
Figure 9-16a part 1

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company




25 cycles

|

environ 10° copies
du gene de l'insuline

3L

Of B
i i

|

-

l Repeat steps(1)

through(3).

31

=

B

—

51

] 0 o i
-
i i 1 0

After 25 cycles, the target sequence has

been amplified about 10%-fold.

Figure 9-16a part 3
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Pancreas

Expression recombinante de l'insuline

A\ Reverse
) transcriptas

[)
\
(
(A),
Mammalian
proinsulin
mRNA
Isolation du matériel
génetique:
- DNA génomique
- mMRNA

Join to
plasmid

Proinsulin
<cDNA

Synthese
de DNA:
- cCDNA

Gene for
proinsulin

7

Proinsulin
\ fm
)

Transformed
bacterium

Insertion dans Transfert

un vecteur:
- plasmide

dans I’hoéte:



Plasmide de DNA

Bacterial
chromosome

Plasmid
DNA

= DNA circulaire

(environ 4000 nucléotides, peut se DNA génomique de bactérie
répliquer de facon autonome (Dans E.coli, 4.6 million de nucléotides,

dans la bactérie) contient tous les genes de la bactérie)



Origine de réplication

Bacterial DNA Plasmids

e

ell replication

\

L'origine de replication permet
au plasmide de se repliquer

Origin of
replication

Plasmid pBR322



Résistance d'antibiotique

Tetracycline
resistance Example: résistance ampicillin

Ampicillin

resistance —> expression de la proteine

B-lactamase

Origin of
replication
MNH5
Plasmid pBR322 N 7 s
I R<

E. coli plasmid pBR322



Pancreas

Expression recombinante de l'insuline

A\ Reverse
) transcriptas

[)
\
(
(A),
Mammalian
proinsulin
mRNA
Isolation du matériel
génetique:
- DNA génomique
- mMRNA

Join to
plasmid

Proinsulin
<cDNA

Synthese
de DNA:
- cCDNA

Gene for
proinsulin

7

Proinsulin
\ fm
)

Transformed
bacterium

Insertion dans Transfert

un vecteur:
- plasmide

dans I’hoéte:



Plasmide de DNA

ouverture des
cellules,

isolation des plasmides isolés
plasmides (deux brins)



Plasmide de DNA

ouverture des

cellules,
isolation des plasmides isolés
plasmides (deux brins)

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



Enzymes de restriction

l

5' GGA.TCC 3 — circulae
FECCTAGG 5 double-stranded

0 plasmid DNA
{cloning vector)

l

5' GAATTC 3
9 EcoRl
3 CTTAAG 5 ECoR]

1 | .
/ CLEAVAGE WITH
i‘ RESTRICTION
5 GGCCYZ¥ NUCLEASE

@ Haelll
FECGGE 5
T

i 7 - 7
5" GCGC 5 extremites
) , Hhal o
# CTGCG 2 cohésives

J
5 CTCGAG 3’

]
3 GAGCTC5
|

Xhol



Ligation du géne de l'insuline dans un plasmide

‘sticky end’

/ \ ‘blunt end’

O Q +

gene de l'insuline

plasmide



Ligation du géne de l'insuline dans un plasmide

‘sticky end’

/ \ ‘blunt end’

gene de l'insuline

Comment pourrait-on lier

le plasmide et le gene de l'insuline?
plasmide



Introduire des sites de restriction dans le gene de

I'insuline par PCR

@ Heat to separate @ Anneal primers containing

with cleavage site for

Exemple d'une amorce: strands. noncomplementary regions
restriction endonuclease.

5-GAATTCGTACCGTTAGTG-3'

— e — | .

\_(5)GAATTC 7 ZC TIAAGIS]
el i Dl l
5 (!\AI'I'(‘ 3
J . l Replication
//l =" /' ] 1 ]
(iu, ,\,n-ré) (5)GAATTC _CTTAAG(S)
N ! : = !




(5)GAATTC 7

/CTTAAG(S')
|
!
l PCR
|
!
CTTAAG I = CTTAAG
(5'GAATTC = 1 GAATTC(3")

‘sticky end’ ‘sticky end’

EcoRl endonuclease

T G = CTTAA /

AATTC X _ 1G

h




Insertion d’un gene dans un plasmide
/)

lDNA ligase
@ Recombinant
vector



Pancreas

Expression recombinante de l'insuline

A\ Reverse

=

) transcriptase
N

-

f)
\
{
(A),

Mammalian
proinsulin
mRNA

Isolation du matériel

génetique:
- DNA génomique

- MRNA

-

Gene for Proinsulin «,
proinsulin
Join to
plasmid Infect E. cob
— —_—
Proinsulin Transformed
cDNA bacterium

Synthese Insertion dans Transfert
de DNA: un vecteur: dans I’héte:
- cDNA - plasmide -




Transformation du plasmide dans les bactéries

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



Transformation du plasmide dans les bactéries

BACTERIAL TRANSFORMATION



Transformation du plasmide dans les bactéries

Toutes les bactéries poussent sur la plaque

BACTERIAL TRANSFORMATION

Comment pourrait-on identifier
les bactéries qui contiennent le plasmide?



Transformation du plasmide dans les bactéries

PLASMID
ANTIBIOTIC :

RESISTANCE
GENE

NHz
N 5
X U
ANTIBIOTIC o 3
4 CH
U~
ampicilline

SELECTION



Transformation du vecteur dans les bactéries et

expression de la protéine




Purification des protéines recombinantes

bactéries sans bactéries avec
plasmide plasmide

N/

<4—=Ces bactéries expriment une
43_. protéine en plus




Purification des protéines recombinantes

bactéries sans bactéries avec
plasmide plasmide

N/

<4—=Ces bactéries expriment une
43_. protéine en plus

Comment pourrait-on
1.2 3 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



Glucose-binding
protein attaches
to glucose
residues (G) on
beads

Glucose-binding
proteins are
released on
addition of
glucose

Chromatographie d’affinité

X i
[

=

e

Billes avec des groupes

/f;"“\
%:é/ chimiques (par exemple

glucose)

__Une qui a une

Addition of
glucose (G)

o O
%;QG )
D
G ¢
D <
GG Je
G
e
GY

N 4

affinité pour le glucose
se fixe sur la colonne



Expression de protéines recombinantes avec un ‘tag’

. I
Gene for target protein

k— - =
Gene for GST =tag
Transcription

>
I

Gene for fusion protein

|

- &€
) ’?C_C Express fusion
o€

protein in a cell.



Expression de protéines recombinantes avec un ‘tag’

La protéine ‘GST’ peut se lier

au tripeptide ° ’ ~——

Glutathione
v-Glu-Cys-Gly (GSH)

— &€
) ‘?C_C Express fusion
o€

proteinin a cell.



Purification par chromatographie d’affinité

B A
S ‘_.éc Express fusion

proteinin a cell.
[ 3 =

Prepare cell extract containing
fusion protein as part of the
cell protein mixture.

f
. i Glutathione —

"yl anchored to
medium

Add protein
mixture
to column.

(7> proteins
‘ flow

through
column.

Elute fusion protein.



Lecon 6

e Synthese des protéines

< K,
- RNA R\ &
: \\ —_>
- Ribosome ‘/

e Expression de protéines recombinantes

- DNAisolé d’'un donneur
- Plasmide (vecteur) de DNA

- Expression dans un hote différent

—

DNA d’une protéine
fluorescente

une méduse

souris fluorescentes



Série 5

Question 1

/

Di-deoxy
nucléotides

Exon 7

Direction de
I’electrophorese

Exon 3

Produits le plus petit — =



Exon 3




3’ —— G AAT T XXXXXXXXX XXX XX XXX XKXXXXXX-S
55—CTTAA

/1 dATP

dCTP
amorce de DNA DNA polymérase
(‘primer’)

dGTP
5-CTTAAG-3’

dTTP
ddGTP



3’ —— G AAT T XXXXXXXXX XXX XX XXX XKXXXXXX-S

5’—CT/TAA
amorce de DNA l
(‘primer’)
5-CTTAAG-3’

9 -CTTAAXXXXXXG-3'

GATC

Exon 7



3’ —— G AAT T XXXXXXXXX XXX XX XXX XKXXXXXX-S

5’—CT/TAA
amorce de DNA l
(‘primer’)
5-CTTAAG-3’

9 -CTTAAXXXXXXG-3'

S -CTTAAGXXXXXGXGXXXGGGXXXXG-3’

GATC

Exon 7



3’ —— G AAT T XXXXXXXXX XXX XX XXX XKXXXXXX-S

5’—CT/TAA
amorce de DNA l
(‘primer’)
5-CTTAAG-3’

9 -CTTAAXXXXXXG-3'

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

GATC

Exon7



Série 5

Question 2

(10’000-5)/4° = 2.44 - 2-3 fois

9- XX XX XXXXXX-3
GAATTC

GAATTC
GAATTC

GAATTC
GAATTC



Série 5

Question 3

22°=1'048'576 x 0.1 ng = 105 g



Série 5

Question 4

Ligne 1 a 6: 500 pdb, 2500 pdb, 4000 pdb, 1200 pdb, marker, 5000 pdb



