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Rappel: transcription et traduction

Universalité du code génétique et de la molécule d’ADN

Biologie moléculaire et génie génétique

Production de protéines recombinantes



But de l’ingénierie des protéines:

- produire une protéine à volonté (temps, quantité, prix…)

- produire une protéine fonctionnelle

- modifier les propriétés d’une protéine (stabilité, immunogénicité, 
activité enzymatique)

Méthodes classiques: clonage, mutagénèse

Evolution dirigée des protéines



Méthodes classiques



Caractéristiques d’une séquence codante utilisable en expression:

- pas d’intron

- pas de séquences signales (sauf nécessité)

- en phase avec les tags ou protéines de fusion

Clonage moléculaire : insertion d’une séquence d’ADN dans un vecteur 

(plasmide, phage…) puis introduction dans une cellule-hôte (bactérie, 

mammifère…)

Différentes méthodes:

- restriction/ligation

- PCR

- recombinaison in vivo ou in vitro



Choix de la séquence à cloner

Origine de la séquence:

- organisme d’origine : procaryote ou eucaryote

- ADN d’origine: vecteur, génomique ou ADNc?

Le départ:

- séquence déjà clonée dans un vecteur (ex: clone isolé d’une banque d’ADN)

= sous-clonage

- séquence connue mais pas de clone disponible

= clonage à partir de l’organisme d’origine

- séquence inconnue mais existence d’homologue dans d’autres organismes (ex: 

clonage d’une enzyme de parasite présente également chez l’homme)

= recherche de la séquence (PCR dégénérée ou séquençage du 

génome)

- séquence inconnue sans homologue

= recherche du gène à partir de la protéine (génération d’anticorps puis 

criblage de banques ou spectrométrie de masse)

Définir la stratégie de clonage à adopter !



La synthèse des protéines chez les procaryotes

Traduction co-traductionelle

ARNm : RBS, AUG et STOP



La phase de lecture ouverte 

est définie par le codon 

AUG



Caractéristique d’un vecteur d’expression (E. coli)



Caractéristique d’un vecteur d’expression (E. coli)

Promoteur: séquence de fixation de l’ARN polymérase (ici T7 pol)

Rbs: ribosome binding site

ATG: codon d’initiation (Met)

Enterokinase: site de clivage spécifique

T7 terminator: terminateur de transcription

Cassette d’expression : contient les éléments permettant la synthèse d’un ARNm codant 

pour la protéine d’interêt



Exemple d’une fusion entre 2 séquences codantes

M   A   S   S   L   R   Q   I   L   D   S   Q   K   M   E   W   R   S 18

ATG GCT TCT TCT CTG CGT CAA ATT CTG GAT TCT CAA AAA ATG GAA TGG CGT TCT     54

N   A   G   G   S M   S   D   K   I   I   H   L   T   D   D   S   F      36

AAC GCT GGT GGT TCT ATG AGC GAT AAA ATT ATT CAC CTG ACT GAC GAC AGT TTT    108

D   T   D   V   L   K   A   D   G   A   I   L   V   D   F   W   A   E      54

GAC ACG GAT GTA CTC AAA GCG GAC GGG GCG ATC CTC GTC GAT TTC TGG GCA GAG    162

W   C   G   P   C   K   M   I   A   P   I   L   D   E   I   A   D   E      72

TGG TGC GGT CCG TGC AAA ATG ATC GCC CCG ATT CTG GAT GAA ATC GCT GAC GAA    216

Y   Q   G   K   L   T   V   A   K   L   N   I   D   Q   N   P   G   T      90

TAT CAG GGC AAA CTG ACC GTT GCA AAA CTG AAC ATC GAT CAA AAC CCT GGC ACT    270

A   P   K   Y   G   I   R   G   I   P   T   L   L   L   F   K   N   G     108

GCG CCG AAA TAT GGC ATC CGT GGT ATC CCG ACT CTG CTG CTG TTC AAA AAC GGT    324

E   V   A   A   T   K   V   G   A   L   S   K   G   Q   L   K   E   F     126

GAA GTG GCG GCA ACC AAA GTG GGT GCA CTG TCT AAA GGT CAG TTG AAA GAG TTC    378

L   D   A   N   L   A   *                                                 132

CTC GAC GCT AAC CTG GCC TAG 

Rouge: peptide substrat de la biotine ligase BirA de E. coli

Noir: thioredoxine

Expression d’une thioredoxine biotinylée in vivo



Méthode de clonage: restriction/ligation

Source : autre vecteur ou produit PCR



Méthode de clonage: restriction/ligation

Sous-clonage direct : si les sites sont 

compatibles avec la phase de lecture ouverte

PCR: création des sites appropriés



Méthode de clonage: PCR

Séquence codante

PCR

Séquence codante

Site de restriction dans les amorces

Digestion directe du produit PCR 

peut être inefficace: clonage du 

produit PCR dans vecteur TA…



Méthode de clonage: PCR

Clonage en vecteur TA (TOPO ou autre…) : rapide et efficace

Digestion du vecteur de clonage PCR puis sous-clonage en vecteur d’expression



Vecteur TA : nécessite des 3’A (Taq

polymérase)

Vecteur « blunt »: proofreading 

polymerase (type Pfu)

Méthode de clonage: PCR



Evolution dirigée des protéines





Évolution (cf Darwin) = sélection s’appliquant sur une variation dans la population 

Variation

Mutation

recombinaison

Sélection

Capacité reproductrice

(longévité, santé, alimentation…)

1 cycle = 1 génération

Adaptation au milieu

Réponses aux contraintes environnementales



Apparition de nouvelles structures et fonctions



Application aux protéines : mêmes mécanismes mais environnement contrôlé 

Variation

Mutation

recombinaison

Sélection

Contrainte fonctionnelle:

Fixation, activité enzymatique, 

solubilité, stabilité…

1 cycle = 1 génération

« Niveau » réglable

Conditions contrôlées

= contraintes environnementales choisies



Notions d’évolution des protéines

Peptides: 5-10 aa
« boucles fermées »

15-50 aa (maj. 25-30)

Domaines: 

100-200 aa

Protéines mulidomaines



Notions d’évolution des protéines

le stade domaine (« fold »)

Globine: 3 boucles

141 résidus
flavodoxine: 4 boucles

138 résidus



Notions d’évolution des protéines

contraintes d’hier et d’aujourd’hui

Stabilité ADN Mecanisme de réplication

thermostabilité/forme active

solubilité

Taille maximale d’un 

domaine protéique 

globulaire ~40 kDa (400 aa)

Séquence d’ADN codante au sein 

d’une plus grande molécule
Stabilité apportée par les contacts 

intramoléculaires

enfouissement des hydrophobes



Notions d’évolution des protéines

Acquisition de nouvelles fonctions

Module de base

Modification du contexte 

protéique du module

Séquence modifiée

structure globale conservée

Paramètres physico-

chimiques modifiés



Notions d’évolution des protéines

Acquisition de nouvelles fonctions

Génération rapide de diversité

Contraintes fonctionnelles

Contraintes antigéniques



« rational design » vs « directed evolution »

Modification rationnelle Evolution dirigée 

Connaissance fine de la 

relation structure-fonction

Connaissance d’un mécanisme de base 

(site actif, interface, ab initio?…)

Prédiction de l’effet 

de la modification

Sélection des meilleurs variants

Exploration d’un petit 

nombre de possibilité

Population diversifiée



Liaison phénotype-information génétique

Sélection sur le phénotype (activité enzymatique, ligand…)

Utilisation de l’information génétique pour les applications biotechnologiques

Cellule (clonable) Phage, plasmide In vitro

Surface display 

(bactérie, eucaryote)

Activité intracellulaire 

(antibiorésistance…)

Phage display 

plasmide display

Ribosome display 

mRNA display

Compartimentation 

(émulsion)

Cf: production in vitro des protéines







Liaison phénotype-information génétique

Méthodes in vitro



Liaison phénotype-information génétique



Nature cyclique des méthodes d’évolution

Population de départ diversifiée 

(+/- : mAb, peptide, banque naïve…)

Diversification à chaque cycle 

(mutation neutre ou négative)



Nature cyclique des méthodes d’évolution



Nature cyclique des méthodes d’évolution

Existence de «puits » : nécessité d’exploration large



Génération de la diversité et méthodes de sélection

Liaison à un ligand (Ab, recepteur, peptide…) : panning

Activité enzymatique : intracellulaire, émulsion ou phage



Génération de la diversité et méthodes de sélection

Point de départ de la banque : domaine 

varianble d’un anticorps ou domaine 

d’adhésion (ex: fibronectine)



Génération de la diversité et méthodes de sélection

Optimisation de la solubilité d’une protéine



Génération de la diversité et méthodes de sélection



Sélection sur une propriété 

peu contre-sélectionner une 

autre





Génération de la diversité et méthodes de sélection

exemple de conditions de sélection en fonction de l’application



Évolution dirigée des protéines : réponse à la diversité antigénique?



Génération de la diversité et méthodes de sélection

Mutagenèse : error-prone PCR, souche mutante,… 

recombinaison : DNA shuffling et variantes

Mécanismes similaires « dans la nature » (exon, boucles…)



Combinaison de mutagenèse 

et recombinaison







« frame shuffling »



Génération de la diversité et méthodes de sélection








