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Introduction

Les biomolécules sont des molécules organiques naturellement
présentes dans les organismes vivants.

Elles constituent les composants structurels et fonctionnels de
base des cellules vivantes.

Les biomolécules peuvent étre classees en petites molécules
(lipides, phospholipides, glucides, sucres, vitamines et
hormones), en monomeres (acides amines, nucléotides,
monosaccharides) et en polymeres (peptides, oligopeptides,
polypeptides, protéines, acides nucléiques oligosaccharides,
polysaccharides et lignine).

Certaines des biomolécules importantes jouent un réle dans le
stockage de I'énergie, le métabolisme, les molécules précurseurs,
les éléments constitutifs, les messagers et les catalyseurs.

Les sources importantes de biomolécules precieuses sont
obtenues a partir de plantes, de microbes et d'algues.



La production de protéines
recombinantes



La production de protéines

recombinantes

A I'origine, les protéines d’intérét thérapeutique étaient
extraites de sources naturelles telles que le sang, le
placenta, ou autres extraits de tissus humains ou animaux.
Toutefois, les quantités restaient limitees.

L'essor de la génomique et des technologies de 'ADN
recombinant dans les années 1970 a permis le
développement de nouveaux procedes de production de
protéines, mettant en oeuvre divers systemes d’expression.

L’identification, puis le clonage des genes gouvernant la
synthese des principales protéines humaines d’interét
therapeutique ont rendu possible la production de celles-ci
par des organismes hetérologues, et ces protéines, dites
recombinantes, ont constitué une alternative aux protéines
d’extraction.

Aujourd’hui, la quasi-totalité des proteines thérapeutiques
produites sont des protéines recombinantes.



La production de protéines thérapeutiques

Exp:

Protéines thérapeutiques

Cytokines

Enzymes

Hormones

Facteurs de coagulation

Antigénes

Anticorps

Fonctions
Régulation du systeme immunitaire
Ex : Interférons
Interleukines
Catalyse de réactions biochimiques
Ex : Enzymes lysosomales
Lipase gastrique
Régulation des fonctions de I'organisme
Ex : Insuline
Estrogeénes
Régulation de la coagulation du sang

£x : Facteur VIII

Exemples d’applications

Hépatite B

Cancers, VIH

Maladies lysosomales

Mucoviscidose

Diabete

Traitements de substitution hormonale

Hémophilie

Stimulation du systeme immunitaire pour la production d’anticorps spécifigues

Ex : Hémagglutinine
Antigene HB
Allergénes

Régulation du systéme immunitaire

Ex : Anticorps polyclonaux

Anticorps monoclonaux

Vaccin contre la grippe
Vaccin contre I’hépatite B

Désensibilisation et traitement des allergies

Sérothérapie, prévention des maladies hémolytiques
du second nouveau-né

Cancérologie, transplantation d’organes, maladies

auto-immunes




Protéines recombinantes

Définition
Une protéine recombinante (ou hetérologue) est une

protéine produite par une cellule dont le materiel genetique
a etée modifié par recombinaison genetique.

Un gene codant une proteine d'intérét est introduit dans le
genome de l'espece productrice (bactéries, cellules
mammiferes en culture, animaux transgeniques, etc.).

Les protéines recombinantes peuvent étre purifiees et
utilisées a des fins thérapeutiques, industrielles ou bien
encore dans les activites de recherche.



ADN Recombinant

DNA fragments removed

G T A A

DNA fragments join at sticky ends l
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DNA



Enzymes de restriction type i

Site de Restriction

| A

S-[IGAATTC -3 EcoRl

3. BNCTTARGIN-5"  Digest

5- geeecaees: ot

3- LGGGECC 5  Digest
T ,

5'- ENae -3’ S

3. MOCKECGEM -5  Digest

!

3’-

G AATTC -3
CTTAA G -5

a) Extrémités cohésives (5’ Sortante)

o
3-

5%
:

CCC GGG -3
GGG CCC -5

b) Extrémités franches

GGTAC -3
& CATGG -5

c) Extrémités cohésives (3’ Sortante)



Enzymes de restriction type |l

Site de Extrémités (aprés

Enzyme Source Coupure
restriction coupure)
S'GAATTC 5'---G AATTC---3'

Eco RI Escherichia coli Cohésives
3'CTTAAG 3'---CTTAA G---5¢
5'GGATCC 5'---G GATCC---3'

BamHI Bacillus amyloliquefaciens Cohésives
3'CCTAGG 3'---CCTAG G---5'

S'AAGCTT 5'---A AGCTT---3'

Hindlll Haemophilus influenzae Cohésives
3'TTCGAA 3'---TTCGA A---5'
5'TCGA 5'---T CGA---3'

Taql Thermus aquaticus Cohésives
3'AGCT 3'---AGC T---5'
5'GCGGCCGC 5'--GC GGCCGC--3'

Notl Nocardia otitidis Cohésives
3'CGCCGGCG 3—CGCCGG  CG--5
5'AGCT 5'---AG CT---3'

Alul Arthrobacter luteus Franches
3'TCGA 3'---TC GA---5'
5S'AGATCT 5---A G ATCT---3'

Bgllll Bacillus globigii Cohésives
3'TCTAGA 3'---TCTAG A---5'
5'GGCC 5'---GG cC---3'

Haelll Haemophilus aegyptius Franches
3'CCGG 3'---CC GG---5'
5'GCGC 5'---GCG C---3'

Hhal Haemophilus haemolyticus Cohésives
3'CGCG 3'---C GCG---5'
5'CTGCAG 5'---CTGCA G---3'

Pstl Providencia stuartii Cohésives
3'GACGTC 3'---G ACGTC---5'
5'CCCGGG 5'---CCC GGG---3'

Smal Serratia marcescens Franches
3'GGGCCC 3'---GGG CCC---5'




Production par bioingénierie:
Du gene a la protéine



La production de protéines thérapeutiques:

Les proteines recombinantes sont produites a partir
d'un transgene introduit dans un organisme
héterologue par génie genetique. Ce procéde
biotechnologique se déroule suivant cinq grandes
étapes :

1. la construction d’'un vecteur d’expression (en
general, plasmide) jouant le role de transporteur du
gene codant pour la protéine d’intérét ;

2. la modification d’'une cellule héte ou d'un organisme
complexe par le vecteur d’expression ;

3. la production de ce nouveau systeme d'expression,
qui execute les instructions fournies par le transgene,
en I'occurrence synthetise la proteine d’'intérét ;

4. la separation de la proteine du milieu de culture,
quand elle est secretee, ou son extraction du milieu
iIntracellulaire le cas écheéant, puis sa purification ;

5. la caractérisation de la molécule et la vérification de
son degré de pureté.



Produire une protéine recombinante

——

Vector DNA Ligase A
S (Glues the vector and foreign

\ {Afragment together)

/ g rDNA
Cutting both using same ori
Restriction enzyme rop
Foreign DNA
I
\ fragment
/ Transformation
— (inserts plasmid into
L competent bacterial
Gene of Interest

cells)

Bacterial Colonies

v Shisbes)

Genetically Modified Organism

Bacterial (Recombinant bacteria)
Culture
b
Chromatographic 9
Cell Lysis Purification o) )
°&
O
Je
Protein extraction o &
i (o)
O Protein of Interest Elution of A

pure protein @
o

O Impurities



La methodologie de clonage

Couper le vecteur de clonage avec une enzyme de
restriction de choix (par exemple EcoRlI)

Couper 'ADN d'intéerét avec la méme enzyme de
restriction donnant mémes extrémités cohésives,

Mélanger le vecteur de clonage restreinte et de I'ADN
d'interét ensemble.

Ligaturer les fragments ensemble en utilisant I'ADN
ligase

Insérer de I'ADN ligaturé dans un
hote de choix -

Cultiver des cellules hotes dans des conditions
restrictives,

Croitre sur des plaques contenant un antibiotique (la
sélection) 15



Types de vecteurs de clonage

» Differents types de vecteurs de clonage
sont utilisees pour différents types
d'expériences de clonage.

» La production d’'une protéeine
recombinante est realisée en utilisant un

vecteur d’expression

16



Types de vecteurs de clonage

* Types de Vecteurs de clonage
— Plasmides Bacteriens
— Vecteurs d’expression
— Bacteriophage
— Cosmides
— Vecteurs viraux
— Bacterial Artificial Chromosomes (BAC)
— Yeast Artificial Chromosomes (YAC)
— Human artificial chromosome

17



Vecteurs d’expression

Les vecteurs d'expression : permettent aux
experimentateur de controler I'expression des
genes clonés base sur le contrdle
transcriptionnel

Prevoient des niveaux €levés d'expression de la
proteine

Des promoteurs forts

Des terminateurs de transcription efficaces sont

utilisés pour empécher l'expression d'autres
genes sur le plasmide



Produire des protéines
recombinantes:
Les differents systemes d’expression

La production de proteines recombinantes dans:

* Les systemes d’expression
— Systeme bactérien
— Systeme fongique
— Systeme cellule d’insecte et baculovirus
— Systeme ‘cell-free’
— Systeme mammifere



Les Vecteurs d’expression plasmidiques

* Le vecteur pUC19

Clonage dans un plasmide
(pUC):

« Réplication indépendante
de celle du chromosome

1,”/
*

MCS Q

LacR binding site

bactérien (ori)

e Polylinker de clonage au
niveau d'une portion du
gene de la 3-galacto-
sidase E. coli (LacZ').

« Sc¢lection des bactéries
transformées (plasmide
avec ou sans insert):
ampR

e Sélection des bacteries
transformées (plasmide
avec insert): crible
blanc/bleu en présence
d'IPTG et de X-gal

Plac

pUC19
2686 bps

pMB1ori 4

Apol
EcoRI
Banll
Eco53kl
Sacl
Accb5|
Kpnl
Aval
Smal
Xmal
BamHl
Xbal
Accl
Hincll
Sall
BspMI
Sbfl
Pstl
Sphl
Hindll|



Les vecteurs de seconde géneration
* Le vecteur pUC19

A
lacZ’ gene
Amp" ‘ Multiple cloning sequence
gene
, lacl gene
Origin of replication
B Aval BanlI
Xmal Ecl136l1
Hind Il Pstl Xbal Smal Sacl
atgaccatgattacgCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGaattcactggcecce
Sphl Sall BamHI Kpnl EcoRI
Hincll Acc65] Apol
Accl
BspMI

MetThrMetIleThrProSerLeuHisAlaCysArgSerThrLeuGluAspProArgvValProSerSerAsnSerLeu...
1 26



Vecteurs d’'expression
pLink

L JacO
¥ »




Clonage du gene d'interét

* Si nous souhaitons inserer des sequences
d'’ADN étrangeres dans ce vecteur, nous
devons le couper pour produire un ADN
linéaire sur lequel nous pouvons attacher
d'autres séquences d'ADN a l'aide d'ADN
ligase.



Clonage du gene d'intéreét

Insert
EcoRlI EcoRl
5 : : 3
GAATTC GlAATTC
B CTTAAG CTTAAG "
3 T + = 5

l Cut with EcoRl

Treat vector with
phosphatase

DNA ligase DNA ligase
v

GAATTC

CTTAAG

Vector with insert Reformed vector



Clonage du gene d'interet

Il est souvent possible aussi de considerer l'insertion d'/ADN
dans le vecteur a l'aide de deux enzymes de restriction
différentes.

Couper un tel vecteur par exemple avec BamH| et EcoRI
donnera deux fragments

— un grand, comprenant la majorité du vecteur,

— et un petit, représentant I'ADN entre les sites de restriction des
enzymes de restriction.

En présence d'ADN ligase, aucun de ces fragments n'est
capable de se ligaturer car les extrémités d'ADN ne sont pas
compatibles entre elles.

La digestion de la sequence d'ADN de l'insert linéaire avec
BamH)| et EcoRI donne un fragment qui contient une
extremité compatible BamH!/ et une extrémité compatible
EcoRl.



Clonage du gene d'intéreét

Insert
BamHI EcoRl
5; = .I .I 3 3f
GA ATTC
i | c%ﬂs B
l Cut with BamHI and EcoRlI l
o -2 5
- - A ~aa,
. ; & >
3 G CTTABR 5 cc.""G 5 3:00




Clonage du gene d'interet

La transformation est le fait de faire entrer le
vecteur dans I'hOte approprié

Le processus de transformation aboutit a
I'insertion d'une molécule d'ADN dans la
cellule hote.

Tous les vecteurs plasmidiques et
bacteriophages couramment utilises pour
cloner des fragments d'ADN etrangers
permettent l'insertion d'une seule molécule
de vecteur dans la cellule hote.

Cette molecule unique peut étre amplifiee
plusieurs fois dans I'nGte, mais toutes les
molecules réesultantes sont identiques.



Transformation bactérienne

Replication-competent
ligation products Competent bacteria

)
R ——

Correct orientation  Wrong orientation

Transformation

Transformant

recombinant
Transformant (correct orientation)
nonrecombinant @
Nontransformant
O Nontransformant

Nontransformant @ @

Transformant
recombinant
(correct orientation)

Transformant
recombinant
(wrong orientation)



Clonage du gene d'interet

» La transformation des cellules compétentes
par choc thermique est realisee en
melangeant 'ADN plasmidique avec les
cellules, en incubant pendant 2 min a 42°C
est souvent utilisé afin d'élargir les nanopores
crées dans les membranes puis le melange
est directement transfére sur glace pendant
90 secondes et ainsi stimuler I'entrée du
plasmide dans les cellules.

» Les cellules transformées sont géneralement

incubées dans un bouillon nutritif a 37°C
pendant 60 a 90



Transformation bactérienne
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\
S
v’ Y
\
\
~
e X Cell exterior
g 4 ¢ \

~

-
’
/I  a=
’ ~
’
’
’ o=
’ =
’
’

[ g g ¢
‘'S ® 9 06 0008 e
A Cell membrane
(‘a"c':- Wﬂ_
4 Cytoplasm
Cation treatment
Ca’ Ca¥
Cay Ca'*
Ca* Ca Charge
Cat* Ca* neutralization

Ca® Ca’ Ca™

=1
‘ R T
VLN —Hm - sesssose cesosass
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DNA passage across
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Clonage du gene d'interet

* Des efficacités de transformation accrues
ont eté observees en utilisant des
impulsions électriques a haute tension
dans un processus appelé electroporation.

» La transformation par choc électrique (ou
I'eélectroporation) est l'utilisation d'une
impulsion de champ €lectrique pour
iInduire des pores microscopiques dans
une membrane biologique



Transformation bactérienne

Strong electric field
causing membrane

polarization ; ‘.}. O = i
) oY\ .
-40 ¥-
&t

Transient pore formation
DNA passage across
membrane

Sealing of pores + + '.' + +
upon current cessation m.. e ..m
| "'.{ ._:1 \‘!u‘-“ ‘i‘ \ \ 1
¢ - | \ VYVl




Clonage du gene d'interet

« Sélection

* || existe de nombreuses facons differentes
de cribler (sélectionner) les clones
recombinants, selon le vecteur utilisé pour
le clonage. La méthode la plus
couramment utilisée pour le criblage des
transformants, par exemple, est |la
selection par des antibiotiques, bien que
d'autres methodes telles que le criblage
bleu-blanc



Sélection des clones recombinants

OO0

Nonrecombinants Recombinants Recombinants
Functional lacZ (3-galactosidase) Nonfunctional Nonfunctional
(B-galactosidase) (p-galactosidase)

N

X-gal Blue
(colorless) Product [

Plate transformation mixture
onto Amp + X-gal+ agar plate
(IPTG is optional)

nontransformants will not Nonrecombinants will appear blue
survive (dashed circles) Recombinants will appear white



X-Gal

Blue
lacl lacO MCS lacZ’ product
Recircularized pUC19 Hybrid B-galactosidase
IPTG
pt T P No functional

! ; ! : B-galactosidase

lacl lacO Cloned DNA lacZ’



Induce with IPTG

—

MCS

B-galactosidase gene

Recombinant vector (insert within MCS)

Induce with IPTG

——

X-gal hydrolysed
(White to Blue)

BLUE Plaque

DNA inserted in MCS
B-galactosidase gene

X-gal NOT hydrolysed
(White)

WHITE Plaque




Mixture of pUC19-target DNA
ligation products is transformed
into competent E. coli host cells

Transformation mixture is plated
on medium containing ampicillin,
X-Gal, and IPTG

& @ &6

%
O

No plasmid Circularized pUC19 with cloned Recircularized
Amp®, no growth target DNA target DNA puUC19
on ampicillin Amp®, no growth  Amp", no B-galacto-  Amp’, B-galacto-

on ampicillin sidase activity sidase activity



La croissance sur la plaque: bleu = ADN pas inseré et blanc = ADN inséreé.
Certains% de vecteurs digérés sera recircularisé sans insert. Retirez 5 'phosphates
avec la phosphatase alcaline pour empécher la recircularisation (ce qui €¢limine
aussi des plaques bleues).



Cloner a partir de ARNmM

* En theorie, I'ADN de n'importe quel
organisme peut étre cloné. L'ADN cible
peut étre obtenu directement a partir de
I'ADN genomique, dérive de l'acide
ribonucleigue messager (ARNm), sous-
cloneé a partir d'ADN precedemment cloné
ou synthetise in vitro.

e L’ARNmM est transformé en ADN double
brin avant clonage



Expression des genes de
mammiferes chez les bacteries

» Ceci peut étre accompli en utilisant une transcriptase inverse
pour synthetiser des ADNc a partir de 'ARNm mature codant pour
la protéine d'intérét

ABRMNmM ki

OligodT + dNTP +
rétrotranscriptase

ARNmM

ADM
i RMNase H

AAA LA
TTITIT

N Réplication de 'ADN en
l Polymerase | utilisant les ,..

AAAAA




mRENA

AAAAA
1 l
AAAAA
CCC TTTTT—]
Oligo(dT)-primer
Primer-dG -
oligomer
D—CGC AAAAA
cer TTTTT—{_]
3 l
[ }—GGC AAAAA
CCL TTTTT—{_]
Forward 4
primer
CEE TTTTT—{_]
5
Reverse primer
3 {1
(- {1

Molecular Biotechnology Principles and Applications of Recombinant DNA -
Amer Society for Microbiology (2009)



Direction du clonage

Souvent, on souhaite insérer un ADN
étranger dans une orientation particuliere

Cela peut étre fait en faisant deux clivages
avec deux enzymes de restriction
difféerentes

Coupure de I'ADN etranger par les mémes
deux enzymes de restriction

ADN étranger ne peut étre inséréee que
dans une direction



Clivage avec deux enzymes de restriction
differentes

= DNA moleculs A —
EcoR EcoRl = DNA molecule A &
Sacl EcoRI
FeaR| Eco gu— DVATHOIECUIE S My
EcoRl i Sacl
/ \ DNA molecule A
DMA molecule A DMNA molecule A .

Recombinant

clone

Recombinant Recombinant

clone clone

(S

DNA molecule B

OMNA moleculs B DOMNA moleculs B



3«

G“-ch- = "GA4T?
nGG- - -Cry,
ot 4,

insert Vector
BamHI EcoRl

o

glesaTcc ¢h aTTC
ceTAGg|G CTTAA|G ,
2 5

l Cut with BamHI and EcoRl l
5! omm——— 1 3’
aazTce 2

3’ G CTTARA 5

DNA ligase
o W— Saay,



Si clivage par une seule enzyme de réstriction:
N Contréle de la bonne orientation

Direction Direction
correcte Incorrecte

200 bp

600 bp

ry

Electrophorése




1 kb insert;

3 kb vector correct orientation

O

EcoRI EcoRI EcoRI

' Y y

———
A T A T } T 800 bp T 200 bp Hi+ T

BamHI HindIII BamHI ndlll
Xhol Sall Xhol Xhol Sall

O

3 kb vector

EcoRI digestion of plasmid minipreps from transformant colonies:
U
3 kb vector 1kb insert

Xhol digestion of plasmid minipreps from transformant colonies:

Xhol

XI;OI Xho*l v Xhol

v,-..
800 bp
Xhol

3 kb vector 3.2 kb fragment 800 bp fragment

1 kb insert;
incorrect orientation

EcoRI EcoRI

v Y
! T 200 pr 800 bp ! T

BamHI Xhol HindIIl
Xhol Sall

U
3 kb vector 1 kb insert

Xhol
Xhol -
v ¥ Xhol 200 bp
L
A
Xhol

3.8 kb fragment 200 bp fragment



Production Protéines Recombinantes

Strategie fondee sur la recombinaison genetique Utilisation d’'un
couple : Vecteur / Hbte

- Vecteur d’expression

Introduire le gene d’intérét dans la cellule hote

‘Permettre I'expression du gene (plasmides, virus)

- Cellules hotes

Hébergement du gene d’intérét

*Expression du gene - Synthése de la protéine recombinante
(bacteries, levures, cellules isolées, animaux et plantes
transgéniques)

- Avantages / Inconvénients



Utilisations des Systemes d’expression

Quelques questions préalables
* Quels types de protéines ? Solubles / Membranaires
* Quelles quantités ? ug, mg, 1002ine mg par litre
* Quels usages ? Quels niveaux d’exigence/ qualité ?
 Dispose-t-on de tests fonctionnels ? Protéines / Enzymes

De quelles « garanties » dispose-t-on ?
Expressions : Homologues / Hétérologues
«Conservation de l'usage des codons

ADN —>Epissage des introns> ARNm - Proteine
«Conservation de la fonction

sImportance des modifications post-traductionnelles
Glycosylation, Phosphorylation, Ubiquitinylation, S-S,
Acétylation, Amidation, Myristylation (C9), Sulfatation,
Ancrage membranaire ...

*Assemblage des sous-unités : Homo ou Hétéro-meres



Les facteurs a considérer lors d’une surexpression

1 Vecteurs d’expression : Choix des promoteurs
* Inductibles / Constitutifs

2 Cellules hotes :
« Durée des génerations (rendement de biomasse - protéine)
 Culture a haute densite (possibilité d'utilisation de fermenteurs)
* Facilité de manipulation (fragilité)

3 Localisation de I’adressage de la protéine
» Cytoplasme / Périplasme / Milieu exterieur (Secrétion)

4 Extraction / Purification
» Choix des plasmides (Protéine Fusion + Etiquette = « Flag »)
» Corps d’inclusion (extraction / solubilisation de la protéine)
« Sécrétion

5 Qualité de la protéine
 Stabilité apres la synthese / protéolyse (via les protéases)
« Similitude (Identité) structurale avec la protéine « naturelle »
« Similitude de fonction / d’activité



Vecteurs plasmidiques
d'expression

» Apres le clonage, le gene etranger (insert)
doit étre exprimé pour la production de
proteines et doit donc étre cloné dans un
vecteur plasmidique d'expression.

— Un vecteur d'expression est défini comme un
plasmide ou un virus congu pour delivrer et
exprimer un gene d'intérét a l'intérieur d'un
organisme hote



Vecteurs plasmidiques
d'expression

» Contrairement aux plasmides de clonage, ces
vecteurs d'expression contiennent des séquences
regulatrices appropriées pour la transcription et la
traduction du gene d'interét.

* Un vecteur d'expression commun doit comprendre
les eléments suivants :
— 1. Séquences regulatrices pour transcrire et traduire
le gene d'interét.
— 2. Origine de réplication.
— 3. Site de clonage multiple (MCS).
— 4. Marqueur sélectionnable pour la sélection.

— 5. des Tags pour la séparation et la purification de la
protéine exprimeée par chromatographie d'affinitée.



Vecteurs d'expression pET

L'un des systemes les plus puissants developpes
dans le but de cloner des genes d'interét et
d'exprimer des proteines recombinantes dans E.
coli est le systeme de vecteur pET.

Ce systeme de vecteurs est fondamentalement un
derivé de la serie de plasmides pBR322.

Il a été concu pour tirer le meilleur parti du
bacteriophage T7 et de ses caracteristiques.

Le gene cible cloné dans ce systeme de vecteurs
est sous le contrOle transcriptionnel et
traductionnel des signaux d'expression de 'ARN
polymérase du bacteriophage T7.



Vecteurs d'expression pET

Le plus grand avantage de l'utilisation de I'ARN
polymerase T7 est sa specificite extrémement
élevee pour le promoteur T7.

De plus, la polymérase possede un niveau élevé
d'activité et d'efficacité de traduction grace aux
signaux d'initiation de la traduction.

Etant donné que le promoteur T7 n'est pas
reconnu par I'ARN polymeérase de I'note,
I'expression basale du gene d'insertion peut étre
evitée.

L'expression est en outre contrblee par l'ajout
pratique d'un inducteur (IPTG) lorsque la culture
bacterienne atteint sa phase logarithmique de
croissance.



RBS
ATG

Target gene



Vecteurs d'expression pET

LacO : site de liaison pour Lacl. Cet élément inhibe I'activite
du promoteur T7 lorsque la protéeine Lacl est présente,
empéchant I'expression du gene d'intérét.

RBS : site de liaison du ribosome et élément d'initiation de la
traduction du bactériophage T7. Cela permet une production
efficace de la protéine d'intérét.

OREF : le cadre de lecture ouvert de votre gene d'interét est
place ici.

T7 Terminator : séquence signal pour terminer la transcription
realisée a partir du gene d'intérét, empéchant la transcription
continue. Ampicilline : gene de résistance a I'ampicilline. ||
permet au plasmide d'étre maintenu par selection a
I'ampicilline dans E. coll.

PBR322 ori : origine de réplication pBR322. Les plasmides
porteurs de cette origine ainsi que du gene Rop existent en
faible nombre de copies chez E. coli.



Vecteurs d'expression pET

* Rop : Represseur d'amorce. |l code une petite proteine
qui regule le nombre de copies du plasmide. La
presence de la protéine Rop, en combinaison avec
I'origine de replication pBR322 sur le plasmide,
entraine un faible nombre de copies du plasmide.

« Lacl: Le promoteur naturel d'E. coli et la sequence
codante du réepresseur lac. En I'absence d'induction du
systeme (c'est-a-dire sans IPTG), la protéine Lacl
reprime la transcription du gene d'intéerét a partir du
promoteur T/7lac, ainsi que la transcription de I'ARN
polymerase T7 a partir du promoteur LacUV5 dans les
souches hotes utilisees pour la production de
proteines recombinantes.



Control du systeme pET

T7 RNA Polymerase

Lac operator

Lacl monomer

Lac promoter

/ Lacl tetramer

T

T, promoter

Lac operator

Target

+IPTG

T7 RNA Polymerase

Lac operator

—

{

T7 RNA Polymerase

Lacl tetramer

Lac promoter

RNA Polymerase

—

T7 promoter Lac operator

Target




IPTG : Structure - Utilisation

La présence d'IPTG permet d’'induire I'activité du gene LacZ, codant la
B-galactosidase permettant I'hydrolyse du lactose (Gal + Glu) et
qui favorise son utilisation, en se fixant et en inhibant le répresseur /ac.

Lorsqu’un gene d’'intéerét est placé sous le contréle du promoteur du
gene lacZ, la présence d’'IPTG permet a ce gene d’étre exprimé

(|:H20H ?Hs
CH
0 s”  “CcH,

OH
' OH
IPTG

O IPTG = Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside

(analogue structural du I'allolactose)



Induction par I'lPTG de la synthese d'une proteine recombinante

IPTG (1mM)
0 1h 0 2h

kDa




Induce lac
promoter with

IPTG \

Gene
product

promoter



Vecteurs d'expression pET
2 types:

* Deux variantes différentes du systeme pET sont
disponibles : les vecteurs transcriptionnels et les
vecteurs traductionnels.

* Les genes qui portent leur propre site de liaison au
ribosome (RBS) et le codon de depart ATG sont
souvent clonés dans les vecteurs transcriptionnels.
Ces types de vecteurs sont géneralement utilisés pour
le clonage et I'expression de genes procaryotes.

* Les vecteurs qui portent un site de liaison au ribosome
(RBS) du phage T7 sont appeles vecteurs de
traduction. En geneéral, ces vecteurs sont utilisés pour
le clonage et I'expression de genes eucaryotes



Vecteurs d'expression pET
2 types:

p 0/ __RBS
ATG

Target gene

Amp"’



(lac operator (symmetric))

(3599) Agel

(3267) Nspl
(3263) Pcil

(2963) PspFI
(2959) BseYI

(2854) AIWNI

(2543) BspHI

(2338) XmnlI

(2219) Scal

(1887) NmeAIIl

pETBlue™-2
3653 bp

SnapGene

(T7 promoter)

Xbal (47)
BgIII (223)
Nhel (235)
BmtI (239)
BtgIl - Ncol (276)
EcoRV (285)
TspMI - Xmal (288)
Smal (290)
Eco53kI (295)
SacIl (297)
BamHI (301)
EcoRI (307)
BsrGI (313)
Ascl - BssHII (320)
Pstl - SbfI (330)
Zral (334)
Sall - SgrDI (335)
AatII (336)
HincII (337)
Acc651 (341)
KpnI (345)
BspDI - Clal (348)
MIul (353)
& Bs'tBI (359)
% HindIII (362)
’y\s\ %3 Eagl - NotI (369)
“ %aa Pvull (379)
2 €9 Bstz171 (384)
£ PmII (389)
L—r PaeR7I - XhoI (431)
E‘B‘D PPacI (464)\
S ———————
?g [tet promoter)
o AvrII (597)
BlpI (1001)
BspEI (1078)
BtgZI (1321)
DralIll (1329)

Psil (1454)

Sspl (1534)

AhdI (1739)



(4729) Apol - EcoRI

tet promoter| pBRforEco (18 .. 36)
Zral (75)
(4705) BspDI - Clal
(4658) HindIII Aatll (77)
(4502) BmtI /
(4498) Nhel "\ \\ p / Amp-R (427 .. 446)
(T7 terminator termmatorl \ / Scal (s15)
(4267 .. 4285) T7 Term / /
\ /
(4270) BlpI \ \ / /
(4205) Hlul
(4203) I(pn!

(4184) Csil - SexAl * Y
(4177) Ascl _/f’—""-,
(4172) AsiST \/
(4162) BamHI Z AP
(4146) Eoon / / 7
4

\\|//
(4199) Acc65I \ '
(4196) Fse! e ———— /
(4188) Dralll

. AhdI (996)

(4105) XBII
(4098) PaeR7I - PspXI - Xhol

(4094) Sbfl
(4082) Notl
(4077) Pacl
(4070) Sacl
(4068) Eco53kI

|T7 promoter |
(4010 .. 4029) T7

(3990) BglII
(3949) SgrAl

(3907 .. 3926) pBRrevBam

po™

A AlwNI (1475)
7 h_~__-____
7 pBR3220ri-F

L__ (1729 .. 1748)
(3801) Sphl

K Pcil (1884)
\ L4440 (1982 ..1999)
(3736) EcoNI

BspQI - Sapl (z2001)
(3647) PshAIl pRS-marker (2082 ..2101)
(3315) BstAPI Bsgilulgus()nn)
(3305) BfuAl - BspMI

(3708) Sall
(3389) Nrul
PfIFI - Tth111I (2142)
(3006) BsmI Pfol (2241)

(2917) Mscl * pGEX 3' (2242 .. 2264)
(2779) BpulOl BsmBI - Esp3I (2243)
(2730) Bsgl * Pvull (2297)

PET LIC cloning vector (2A-T)
4731 bp



Vecteurs d'expression pET

 Avantages :

* Forte expression :
transcription et de
production de tres

e systeme de regulation de la
a traduction T7 permet une

naut niveau de protéines

d'interét, dans de nombreux cas proche de 50 %
de la protéine totale de la culture.

* EXxpression éetroitement controlee : I'expression du
gene d'intérét est géneralement tres fortement
reprimeée en l'absence d'IPTG ajouté, et cet etat «
off » est tres robuste pour la plupart des genes
d'intérét dans la plupart des souches hotes.



Vecteurs d'expression pET

 |Inconvénients

» EXxigences relatives a I'héte : les vecteurs pET doivent
étre conserveés dans une souche d'E. coli depourvue
du gene de I'ARN polymérase T7 et doivent étre
transféres vers une souche hote distincte contenant le
gene de I'ARN polymeérase T7 avant lI'induction de
I'expression proteique.

« EXxpression potentiellement faible chez certains hotes :
méme en l'absence d'IPTG, il peut y avoir une
expression de faible niveau de I'ARN polymeérase T7 a
partir du promoteur LacUVS5 dans certaines souches
hotes d'expression, ce qui pourrait entrainer une
toxicité bacterienne pour certains genes d'intérét dans
certaines souches hotes.



Vecteurs d'expression pBAD

Le systeme vectoriel pBAD est un systeme fiable et
contrOlable pour I'expression de proteines
recombinantes dans les bacteries.

Ce systeme est basé sur ['opéron araBAD, qui
contréle le métabolisme de la L-arabinose d'E. coli.

Le gene d'intérét est place dans le vecteur pBAD en
aval du promoteur araBAD, qui pilote I'expression du
gene d'interét en réponse a la L-arabinose, et est
iInhibé par le glucose.

Le contrOle precis des niveaux d'expression rend ce
systeme ideal pour la production de proteines
problematiques, telles que des proteines presentant
des problemes de toxicité ou d'insolubillite.




Vecteurs d'expression pBAD

Le gene d'intérét est cloné dans le vecteur pBAD et maintenu
dans un milieu de croissance depourvu de L-arabinose. Cela
reduit I'instabilité du plasmide qui pourrait résulter de
I'expression de proteines d'intérét qui peuvent étre nocives
pour les cellules hotes.

Par la suite, I'expression du gene d'intéerét peut étre induite
par I'ajout de L-arabinose au milieu. Les vecteurs pBAD
contiennent le promoteur bidirectionnel araBAD, qui pilote
I'expression a la fois du gene d'intérét et de la protéine
regulatrice AraC.

En I'absence de L-arabinose, AraC se dimeérise pour former
une boucle dans la région promotrice, bloquant la
transcription.

Lorsque de la L-arabinose est ajoutée, AraC change de
conformation et se lie a des sites alternatifs dans le
promoteur, activant ainsi la transcription.



Vecteurs d'expression pBAD

- araBAD promoter

>~ ./

~ Ampicillin

— rmnB terminator

pBR322 ori—~



Vecteurs d'expression pBAD

Promoteur araBAD : pilote la transcription du gene d'intérét lorsque
la L-arabinose est presente et que le glucose est absent. Ce
promoteur contrble également I'expression d'AraC.

RBS : site de liaison du ribosome et élément d'initiation de la
traduction du bactériophage T7. Cela permet une production
efficace de la protéine d'intérét.

OREF : le cadre de lecture ouvert de votre géne d'intérét est place ici.

Terminateur rrnB : seéquence signal pour terminer la transcription
realisée a partir du gene d'interét, empéchant la transcription
continue.

Ampicilline : gene de resistance a I'ampicilline. Il permet au |
plasmide d'étre maintenu par selection a I'ampicilline dans E. coli.

PBR322 ori : origine de réplication de pBR322. Les plasmides
portant cette origine existent en nombre de copies moyen dans E.
coli.

araC : code la protéine régulatrice de 'opéron araBAD d'E. coli.
AraC inhibe I'expression du promoteur araBAD en l'absence de L-
arabinose ou en présence de glucose, et active la transcription en
présence de L-arabinose et en 'absence de glucose.



(13) AciI BStAPI (34)
(5506) Ascl Lacl-R (20 .. 39)

Bell * (365)

(5135) BpulOI
(5118) AsISI - Pvul

'NmeAIII (557)

_HincII - Hpal (857)

(4515 .. 4534) pENTR-R

(4348) Smal - Srfl
(4346) TspMI - XmaI
(4322) Styl -

f
(4256 .. 4276) GFP-F e |

(4240) Bsal .~ |
(4224) BstBI

(4052) BStZ17I -
(4051) Accl

\  MauBI (1115)

p006-GFP-pBAD
5584 bp

(3927) BsaAI - PmII
(3878) BsrGI

(3773) Mscl —
(3768) Btgl

J ;;: BssSI - BssSal (1640)
\ pBR3220ri-F (1658 .. 1677)
\ U Pell (1813)

L4440 (1911 .. 1928)

v~ AhdI (2039)
\ PasI (2059)
BglI (2061)

PsiI (2217)

(3533) BamHI — 3
(3502 .. 3521) pBAD Forward

(3391) BsmI ~ |
(3368) Agel
(3357) BspQI - Sapl

(3009) BspEI lBsaBI (2535)



pBAD/Myc-His
B
4.1 kb

4094 nucleotides



Le vecteur d'expression pBAD

Avantages

Expression tres étroitement controlee : I'expression a
partir des vecteurs pBAD est plus etroitement
controlée que celle a partir des vecteurs pET.
L'expression du gene d'intérét est a des niveaux de
base tres faibles en I'absence de L-arabinose et est
encore plus reprimee en presence de glucose.

Forte induction : le systeme opéron araBAD est
hautement inductible. Il est possible d'obtenir une
induction >1000 fois supérieure apres elimination du
glucose et ajout de L-arabinose.

Induction peu colteuse : la L-arabinose est peu
colteuse, ce qui rend I'expression protéique a grande
échelle plus économique.



Le vecteur d'expression pBAD

* |nconvénients

* Expression sous-maximale : les vecteurs pBAD ne
sont generalement pas capables d'atteindre le niveau
d'expression tres eleve possible avec les vecteurs
PpET.

« Metabolisme de l'inducteur (le L-arabinose) : les
souches d'E. coli de type sauvage peuvent cataboliser
la L-arabinose. Lors de l'expression de la protéine
d'intéerét, des souches hotes mutantes pour le
catabolisme de L-arabinose (telles que TOP10 ou
LMG194) doivent étre utilisées pour eviter une
expression incoherente due a lI'épuisement de L-
arabinose dans le milieu au fil du temps.



Le vecteur d'expression pQE

L'expression des protéines a partir d'un vecteur pQE est
basee sur le systeme de transcription/traduction du promoteur
TD.

Le promoteur TS5 en amont de l'insert est reconnu par 'ARN
polymérase naturelle de la bactérie et permet la
surexpression de la protéine d'interét.

Les souches d'expression utilisées avec ce vecteur sont les
souches M15 qui possédent le plasmide pREP4. Celui-ci
confere la résistance a la kanamycine et exprime
ICor?s.titutivement la protéine répresseur lac code par le geene
acl.

Le promoteur TS du phage T5 est reconnu par 'ARN
polymeéerase d’E. coli : les vecteurs utilisant le promoteur T5-
lacO comprennent un site opérateur lac pour le controle de
I'expression par le répresseur lac.



Le vecteur d'expression pQE

 En absence d'IPTG, le promoteur T5, et donc
I'expression de la protéine d'interét, est inhibe par
le répresseur lac. En présence d'IPTG, le
represseur est inhibé ce qui permet la
reconnaissance du promoteur T5 par 'ARN
polymeérase, et la surexpression de la proteine.

* En aval du site de clonage, le vecteur possede
une sequence codant pour une extremite
polyhistidine.

* sequence du gene de la resistance a I'ampicilline
permet la sélection des bactéries transformees.



PI5))- €10 €10 RES A7G
T Rl Ac
0QE-31 AC

0QE-32 -G

PQE-30, pQE-31,
PQE-32
3.4 kb

PT5 : promoteur T5 ; lac O : opérateur lac ;
RBS : site de liaison du ribosome ;

ATG : codon d'initiation ;

6xHis : séquence de marqueurs 6xHis-tag ;
MCS : site de clonage multiple ;

Codons stop : dans les 3 cadres de lecture ;
Col E1: Col E1, origine de la réplication ;
Ampicilline : géne de résistance a I'ampicilline
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Pour I'expression paralléle des protéines marquées a

Codons stop : dans les 3 cadres de lecture ;
Col E1: Col E1, origine de la réplication ;
Ampicilline : géne de resistance a I'ampicilline avec une seule construction

mammifére et d’insecte infectées au baculovirus,



T5 promoter

lac operator
RBS

pQE-100 DoubleTag K

6xHis
MCS

,|
l”E' s cing

lambda t0 terminator

AmpR promoter
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pQE-100 DoubleTag

3512 bp

2400+ Il
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I
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Le vecteur d'expression pGEX

Le gene clone dans ce systeme plasmidique est marqué avec
GST et exprimeé sous forme de protéine de fusion

L'expression de la protéine de fusion est sous le contréle du
promoteur tac (Ptac), qui est un promoteur inductible par
IPTG qui maintient un contréle plus strict sur son expression
de protéeine recombinante.

Il existe 13 vecteurs pGEX disponibles dans le commerce.

Ces vecteurs plasmidiques different subtilement les uns des
autres en termes de choix de sites de restriction ainsi que de
clivage des protéases.

Neuf de ces vecteurs plasmidiques ont des sites de
reconnaissance pour différentes protéases (par exemple, la
thrombine, la prescission, le facteur Xa) entre le géne de la
protéine et le tag GST. Ce site permet de séparer le tag GST
de la protéine apreés la purification.



Le vecteur d'expression pGEX

Qu'est-ce que le tag GST ?

Il existe plusieurs tags d'affinité proteique utilisés

pour la purification des protéines et le tag GST en
fait partie.

GST est I'abréviation de Glutathion-S-transferase
et fait reférence a une protéine entiere, pas

seulement a quelques acides aminés comme le
tag Rho1D4.

Le tag enzymatique GST est utilise pour la
purification des protéines depuis la fin des annees
1980 (Smith & Johnson 1988) et a été établi
comme un moyen fiable pour les tests de
purification des protéines qui necessitent le plus
haut niveau de purete
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Glutathione S-transferase (GST) tag

Removal of tag after
purification possible

Protein



Promoteurs d’expression

Jn gene est exprimé, c’est-a-dire quand il est est
u et copié en ARN.

e promoteur d’'un gene est un segment d’ADN
qui controle I'expression du gene. Chez les
procaryotes, le promoteur se lie a une enzyme,
I’ARN polymeérase, qui lit la séquence d’ADN et
genere la molécule d’ARN correspondante.

Le promoteur définit si un gene doit étre transcrit
et a quel taux.

Certains promoteurs sont constamment actifs
alors que d’autres ne sont actifs que dans
certaines cellules et selon les besoins.




Promoteurs d’expression
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Promoteurs d’expression

e |es promoteurs bactériens canonigues sont composeés de
deux "boites" de séquences conserveées : la boite -353 et |la
boite de Pribnow ou boite -10, située respectivement environ
35 et 10 nucléotides en amont du premier nucléotide
transcrit de ['ARN.

Probabilité d'observation pour chaque nucléotide

séquence en -10
T A T A A i
77 % 76 % 60 % 61 % 56 % 82 %

sequence en -35
T T G A C A
69 % 79 % 61 % 56 % 54 % 54 %



Promoteurs d’expression

Promoteurs Plac / PlacUV5
Promoteur tac/trc ;
Promoteur T7 ;

Promoteur arapBAD;
Promoteur pL



Promoteur Plac

* L'un des promoteurs procaryotes les plus
couramment utilises est le promoteur pLac
inductible negatif. Ce promoteur nécessite
I'élimination du répresseur lac (proteine lacl) pour
gue la transcription soit activee.

* En présence de lactose ou d'IPTG analogue du
lactose, le represseur lac subit un changement
conformationnel qui I'élimine des sites lacO au
seiln du promoteur et cesse la répression du gene
cible.

* Un systeme inductible lac simplifie se retrouve
dans de nombreux vecteurs d'expression
bacterienne.



Exp : opéron lactose

Séquences de fixation des
protéines régulatrices

Site d'initiation

Site promoteur Opérateur de'la tramacription

Génes de structure

LacZ | LacY | Lac A

transcription
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- polycistronique

traduction

vV B
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répresseur . Répresseur
(teétramére)
forme active B-galactosidase Thiogalactoside
\) ” transcétylase
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>

Le répresseur lié 4 I'allolactose
forme inactive




Sequence du promoteur lac

Start (0) End (31)
s L I TTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTG 3’

l : : : : : H 31
3 AAATGTGAAATACGAAGGCCGAGCATACAACYp) &

[ -35 | | _-10 >

lac promoter



Promoteur lacUV5

* Le promoteur lacUV5 est un promoteur muté de
I'operon lac Escherichia coli qui est utilisé en
biologie moleculaire pour piloter I'expression
geénique sur un plasmide.

* lacUV5 est tres similaire au promoteur lac
classique, ne contenant que 2 mutations de paires
de bases dans la région de I'nexamere -10, par
rapport au promoteur lac.

* LacUV5 est I'un des promoteurs les plus
couramment utilisés en biologie moléculaire car il
ne necessite aucun activateur supplémentaire et |l
entraine des niveaux elevés d’'expression genique.



Promoteur lacUV5

* Le promoteur mute lacUVS5 varie de la
sequence du promoteur lac de 2 bases
dans le consensus -10 (TATGTT dans le
promoteur lac ; TATAAT en lacUV5) ce qui
le rend beaucoup plus fort.

LacUV5
TCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTT
CACACAGGAAACAGCT

LacZ
TCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTITGTGTGAAATTGTGAGCGGATAACAATTT

CACACAGGAAACAGCT
position ~-35 ~-10 =



Promoteur lacUV5

* La sequence du promoteur lacUV5 est plus
conforme a la séquence consensus reconnue par

es facteurs sigma bacteriens que le promoteur

ac-traditionnel que le promoteur lac.

* Pour cette raison, lacUV5 recrute plus
efficacement '’ARN polymérase, conduisant ainsi
a une transcription plus elevée des genes cibles.

* De plus, contrairement au promoteur lac, lacUV5
fonctionne indépendamment des protéines
activatrices ou d'autres élements réegulateurs cis
(a 'exception des régions promotrices -10 et -35).




Promoteur lacUV5

* Bien qu’aucun activateur ne soit
necessaire, I'expression du promoteur
lacUV 5 peut étre regulee par le represseur
Lacl et peut étre induite avec I'lPTG, qui
est un inducteur efficace de I'expression
des proteines lorsqu’il est utilise dans la
plage de concentration de 100 uM a 1,5
mM.



lacUV5 Sequence

LacUV5
TCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTT
CACACAGGAAACAGCT

LacZ
TCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGAAATTGTGAGCGGATAACAATTT
CACACAGGAAACAGCT

position ~-35 ~-10 4]



Promoteur tac

* Le promoteur Tac (abrege en Ptac), est un
promoteur d'ADN synthétique, issu de la
combinaison des promoteurs des operons trp et
lac. Il est couramment utilisé pour |la production de
proteines chez Escherichia coli.

* Le promoteur tac est utilisé pour contrdler et
augmenter l'expression d'un gene cible et participe
a la surexpression de proteines recombinantes. |l
doit son nom aux deux promoteurs qui composent
sa séquence : les promoteurs « trp » et « lac ».



Opéron trp

trp repressor

T;FJ
N
= n

l[high [Trp]: repression occurs

FAVAVAVAN
1 ——oIeader—
attenuator
[tpR —— P | © trpD trpC trpB |trpA
| regulatory region | structural genes—
high [Trp] low [Trp]
v
attenuated mRNA VVWVVVVVVWV

v
trp mRNA AVAVAVAVAVAV VAV AV AV AVAV AV AV VAV VAV, VAV AV, V, VAV,



Opéron trp

When tryptophan is present, the trp repressor binds
the operator, and RNA synthesis is blocked.

Promoter Operator tpE | trpD | tpC | tpB | trpA
iy -| L
RMNA Polymerase Teyptophan
In the absence of tryptophan, the repressor dissociates
from the operator, and RNA synthesis proceeds.
Promoter Operator ttpE | tpD | trpC | tpB | tipA

RNA Polymerase ™=




Promoteur tac

Les promoteurs bactériens sont constitues de deux parties
. la région « =35 » et la région « =10 » (la boite de
Pribnow).

Ces deux regions se lient au facteur sigma de I'ARN
polymerase, qui initie ensuite la transcription du gene en
aval.

Le promoteur tac est constitue de la region « —35 » du
promoteur trp et de la région « —10 » du promoteur lac (et
differe d'un promoteur trc apparenté d'une paire de base).

Le promoteur tac est donc inductible par I'lPTG, tout en
permettant une expression genigue maximale plus élevée
que les promoteurs lac ou trp.

Cela le rend adapteé a la production proteigue hautement
efficace d'une protéine recombinante.



5!

3’

Séquence promoteur tac

Start (0) Asel End (29)

ON TTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATG 3

AACTGTTAATTAGTAGCCGAGCATATTAC g 5
. -35 -10 >

tac promoter




Promoteur trc

Le promoteur trc est un hybride des promoteurs lac et trp,
plus puissant que le promoteur lac.

Il a eté crée par insertion d'une pb dans la sequence de 16 pb
entre les séquences consensus -35 et -10 du promoteur tac,
afin d'obtenir une distance de consensus optimale de 17 pb
entre les signaux -35 et -10.

Ce promoteur inclut la sequence opératrice lacO, qui peut
étre liee par le répresseur Lacl.

Pour que I'expression genique soit inductible par le promoteur
trc, le répresseur Lacl est nécessaire. Ce represseur se lie a
'ADN opérateur avec une grande spécificité et inhibe
I'expression genique jusqu'a l'ajout d'un inducteur comme
I'allolactose ou I'lPTG, un analogue du promoteur.

L'inducteur se lie au represseur, provoquant une modification
de sa forme. Ainsi modifie, le represseur est incapable de se
lier a 'opérateur, ce qui permet a 'ARN polymerase (RNAP)
de transcrire les genes suivants et conduit ainsi a des niveaux
elevés de proteines codées.



Séquence promoteur tac

Start (0) Asel End (30)
5 @\ TTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATG 3

::“:“ :“:::t‘:‘::“‘:“‘:: 30
3 AACTGTTAATTAGTAGGCCGAGCATATTAC@ 5'

| -35 -10 >

trc promoter

Start (0) Asel End (29)

5 ®‘TTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATG 3"

|
[ L ] 1 |

T t l 29
AACTGTTAATTAGTAGCCGAGCATATTAC ® =3

| -35 -10 >

3'

tac promoter



Promoteur araBp

« pBad (systematiguement araBp) est un promoteur
present chez les bactéries, notamment dans les
plasmides utilises en laboratoire.

« Ce promoteur fait partie de I'operon arabinose,
dont le nom derive des genes dont il regule la
transcription : araB, araA et araD. Chez E. cali, le
promoteur PBAD est adjacent au promoteur PC
(systématiquement appellé araCp), qui transcrit le
gene araC en sens inverse. araC code pour la
proteine AraC, qui régule l'activite des promoteurs
PBAD et PC.

« La proteine CAP, récepteur de I'AMP cyclique, se
lie entre les promoteurs PBAD et PC, stimulant
leur transcription lorsqu'elle est liee a 'AMPc.



Opéron arabinose

* L'opéron arabinose, ou opéron ara est un operon
servant au transport et au métabolisme de 'arabinose
chez Escherichia coli

araB

omme l'opéron Lac, I'opéron Ara code pour trois protéines structurales
raBAD, contrbélées s
alement par le régulateur général CRP (CAP) et par une protéine l TranSCflptlﬂn
régulatrice spécifique

AraC.

araC_ araC l Translation
Protein  protein in

its dimeric

o ® o8

L-Ribulokinase L-Arabinose Rijbulose-5-P
Isomerase  Epimerase



Opéron arabinose

* L’operon arabinose est constitué de :

3 genes structuraux :

— araA: L-arabinose isomérase convertissant le L-arabinose en L-
ribulose

— araB: ribulokinase responsable du transfert d’un phosphate (P)
sur le L-ribulose

— araD: L-ribulose-5-phosphate 4-epimérase convertissant le L-
ribulo



Opéron arabinose

Promoteur pBAD : site de fixation de 'ARN polymérase pour
la transcription des genes araB, araA et araD

Promoteur pC : site de fixation de 'ARN polymeérase pour la
transcription du gene araC

Geéne régulateur :

— araC : code la protéine régulatrice AraC possédant un domaine
de liaison de 'arabinose. La protéine AraC est impliquée dans la
regulation positive et négative de I'opéron ara.

3 séquences régulatrices auxquelles se lie la protéine AraC:

— ara01 : Site de liaison de la protéine AraC pour inhiber sa
propre transcription par le promoteur pC.

— ara02 : Site de liaison de la protéine AraC qui, en absence
d'arabinose, permet l'inhibition de la transcription par le
promoteur pBAD en formant un complexe avec la protéine AraC
liee au site aral.

— aral1 et 2 : Site de liaison de la protéine AraC qui, en absence
d'arabinose, permet l'inhibition de la transcription par le
promoteur pBAD en formant un complexe avec la protéine AraC
liee au site araO2



Opéron arabinose

« Mécanisme de régulation

* L'operon arabinose d’E. coli est regule par une proteine AraC
qui possede la propriéte d’agir comme répresseur et
activateur selon les conditions. La régulation de cet opéron
fait intervenir la protéine AraC ainsi que trois séquences
regulatrices différentes : araO2, araO1 et aral.

* Reégulation négative

— Lorsque l'arabinose est absent, la proteine AraC agit comme
represseur. La liaison de la protéine AraC au site araO2 et aral
permet la repression de 'operon et inhibe la transcription des
genes araB, araA et araD.

— Une interaction entre les deux molécules d’AraC est responsable
de cette inhibition puisqu’elle engendre une courbure de I'ADN,
empéchant la fixation de 'ARN polymérase au promoteur pBAD.

— En absence d'arabinose, AraC agit donc comme répresseur et
inhibe la transcription des genes de I'opéron.

— Le taux d’AraC est autorégulé, lorsqu’un excés d’AraC se fixe en
O 1



Opéron arabinose

Régulation positive
En I'absence d'arabinose, la proteine regulatrice

AraC se lie aux sites O et |1 en amont de pBad,
bloquant la transcription.

L'ajout d’arabinose fait que I'’AraC se lie aux sites |1
et 12, ce qui permet au debut de la transcription.

En plus de I'arabinose, 'AMPc intéeragit avec la
protéine activatrice de 'AMPc (CAP) peut également
stimuler la liaison d’AraC aux sites |11 et 12.

La supplémentation en glucose du milieu de culture
diminue 'AMPc et reprime le promoteur pBad,
diminuant ainsi la transcription.



Operon arabinose

(@) When AraC is absent, P
araC is transcribed and RNA polymerase
araBAD is transcribed

at a basal level .

araBAD ——————

araBAD mRNA (basal level)

(b) When cAMP and L-arabinose
are low, AraC represses
araBAD transcription

C-terminal
DNA-binding domain

N-terminal arm - \ ~
Link%rabinose-binding
—— —b—l

araBAD ————————»

Kk
N-terminal pocicet
dimerization domain

(c) When cAMP and L-arabinose
are abundant, araBAD
transcription is activated

RNA polymerase

araBAD mRNA



Promoteur araBp

Arabinose
addition AraCdimer

O pBad
@ e

activated

|_’

pBad

AraC dimer

|

CAP can also stimulate AraC to bind I1 and |12



Promoteur pL

Promoteur PL du bacteriophage 4 est induit par un
changement de température de ~30° C a ~42° C

La proteine repressive cl de phage lambda est sensible ala
température qui entraine sa dénaturation lorsque la
température passe de 30 a 42 C, permettant ainsi
I'expression du promoteur lambda pL.

Ce répresseur réegule normalement négativement I'expression
des genes des promoteurs pL et pR du bactériophage
lambda.

Cette action répressive est maximale a 30 ° C.

Cependant lorsque la température augmente, généralement
jusqu'a 42 ° C, la fonctionnalité de la protéine est perdue et
le represseur cl ne peut plus se lier aux opéerateurs de son
promoteur.

Par consequent, I'expression du promoteur lambda
augmente.



- Bacteriophage A P- Promoter

Active cl protein

pcl cl gene 9 | ot p Targetgene TT
B
Active cl protein Inactive protein
/ & - §
-
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pcl cl gene pt Target gene TT




Promoteur 4 P,

denatured
‘ Place your gene here ‘
A P,

¢ « inducteur » n'est pas cher !
¢ Difficile d'obtenir des variations rapides de température a grande échelle
¢ Niveaux modérés de surexpression

¢ Moins permeéable que le systeme lac



Promoteur 17

Le promoteur T7 est une séquence d'ADN de 18 paires de
bases jusqu'au site d'initiation de la transcription en +1 (5' —
TAATACGACTCACTATAG — 3'), reconnue par I'ARN

polymérase T7.

Le promoteur T7 est couramment utilise pour reguler
I'expression genetique des proteines recombinantes, et peut
ensuite étre utilisé pour diverses applications de recherche en
aval.

Le systeme d'expression T7 permet une expression de haut
niveau du puissant promoteur du bactériophage T7. Il est
idéal pour exprimer des protéines recombinantes solubles et
non toxiques chez E. coli.

En 2021, ce systeme avait été decrit dans plus de 220 000
publications de recherche.



17 promoter

13 promoter

SP6 promoter

Yeast mtRNAP
promoter

Promoteur T7

+1

17 -13 5 ‘ +6
TAATACGACTCACTATAGGGAGA

AATTAACCCTCAC TAAIJ;}"GAGA

RTTTAGGTGACACTATEJ;!:&GNG

RTATA&GT&




Promoteur T7 (p'’)

» Localisé dans bacteriophage T7
* Induit par I'lPTG
* Souvent utilisé dans les vecteurs pET



Promoteur T7

T7 RNA polymerase

* Promoteur T7 C%/\ .
_I

— Transcription par I'ARN 2
z p Targetgene TT
polymeérase T7 ‘
. Gene T7 ARN L N
polymerase @/\ y !
— Sur le chromosome d'E. Epm 44 =
coli, sur un lysogéne du il T
bacteriophage L
N N\ ~— mRNA
— Sous le contréle du
promoteur lac T
— Induit par I'IPTG — B

plat lacl gene TT



