Sommaire

Préface 2 1a trolSI@me EdIION ... e seesssese s sees s st Xv
Préface & 1a detnt@me EAIHION ... ss s sttt XVII
Avant-propos 2 1a troisi@me EAIION ..................... e ssees e ress s esses e arese e et XIX
Avant-propos a la deuxiéme édition ... SOOI XX1
Avant-propos 2 1a premui@re EARON ... e s eessesesres s st XX11I
Chapitre 1. Biologie moléculaire et médecine: un panorama ..., 1
Les étapes d’une révolution DIOLOGIGUE ......coovuuciecniimioriiniecesceisets s sestse sttt s et 1
L'impact médical de la génétique moléculaire 5
La conquéte des génomes ... 7
Perspectives « POST-BENOIMHQUES % .....ecueucurimiimiiecsieeiiet e ensseessemssassessebos e ces s ss s et eesseass e ees e bes e s e eme s s cemss s obt e mss b 8
L] L3
Premiere partie
Les concepts de base

Chapitre 2. Le génome des eucaryotes : le stockage de I'information ..., 25
LA AOUDIE NELICE oottt bt s b R s s et 25
Le DNA est considérablement compacté dans 1€ NOYAL ...t ossssies et 28
La vie cellulaire suit un rythme : notion de cycle cellulaire 33
Le matériel génétique des eucaryotes est en trés large exces 37
Une petite fraction du DNA est extranucléaire : le DNA mitochODNAIIal ........o..occivmiicinicoinriinnecciieeeemeeessssssee oo oseesres 50
Chapitre 3. Constance et variation du DINA ... s e 53
La constance du DNA résulte de deux processus : la réplication et la réparation ... 53
Les variations du DNA : mutations, recombinaisons, transpositiOns ... rrersiiesros oot ceeos 79
Chapitre 4. Dugene 21a PrOtEINe ... s s s sssesss st eses st sessssens 87
La RNA polymérase I transcrit les RNA des ribosomes ............. 88
Maturation des RNA ribosomaux et formation du ribosome sont liées 88
Le role principal de la RNA polymérase Il est de transcrire les RNA MESSABEIS ......v..eveccvverererccerermriceecssenssceersresescessseserens 91

Les transcrits subissent une maturation nucléaire qui débute immédiatement apres I'initiation
de 12 tranSCrPHON ..ot ectsenmmee e imermesesscnnens 93
La RNA polymérase 11l transcrit les petits RNA : tRNA, RNA 5S.. 102

Du RNA a la chaine polypéptidigiie i laxfaduction |0 L LG L L N L O s 104



Un signal d’adressage indique la destination de la protéine

Les protéines peuvent subir des modifications post-traductionnelles ...
Chapitre 5. Larégulation de I'expression des génes. Différenciation et embryologie moléculaire ...
Rappel du modele ProCaryOtiQUE ..ot
Les opérons inductibles codent des enzymes de 1a voie catabolQUE ..ot
L’anabolisme fait appel 4 des OPErons réPressibles ...t s e
Un systéeme modulateur d’expression : I'atténuation
Régulation par inversion de séquences de DNA ...
Vers la connaissance des mécanismes chez ’homme : les systémes eucaryotes .....
L’environnement chromatinien des génes actifs ...
Régulation par modification de la structure primaire du DNA ..
La régulation transcriptionnelle ...
La regulation post-tranSCrPUONIEILE ....... ..ottt et e ettt
La régulation trAAUCHONNELIE ......c.ooeiviicc e b e e e et e
Le dernier niveau de régulation possible est le niveau post-traduCtiOnNDE] ........cceiinecnrconcinericer et s essiecesseeeoe
Les mécanismes moléculaires de FemMDIYOBENESE ...........coooc.errinricirerienseiess e erssess e sssesiassssssesssesseessesssensessssessmsssssssessressons
Le développement précoce : les genes & effet MateINel ... e
Les geénes zygotiques de segmentation définissent une S€rie de FEGIONS ......o.coviciiireciriscrnrer ettt on
Les génes homéotiques définissent I'identité finale de chaque SEEMENL ... eserenas
Le modele de la drosophile peut &tre extrapolé aux aUIeS OIZANUSITIES ......c.ovveerrmrimiierreirirseeer s seresrsesesess et sesssess s sesasesssessesssenes
Un modele de différenciation : 1a MYOGENESE ...t es st b st s

Chapitre 6. Virus des eucaryotes et biologie moléculaire

Les virus sont des organismes incomplets et parasites ..........

SV40 et polyome, deux papovavirus a pouvoir transformant .

Les adENOVIIUS ..ottt en e eres s essseaenes
LS TELTOVITUS ...oovviveieeiieieeeeesieeeisetssses s estrses s rssensssssasssntsssnsesessanes
Le virus de ’hépatite B (HBV) ..o,
Le virus de I'hépatite C (HCV) ...,

Deuxiéme partie

Biologie molécu

Chapitre 7. Bases de I'’exploration du génotype ...............

Pourquoi analyser le g€notype ? ..........cccooeciverrccinivnccnnes
Bases moléculaires du phénotype ...
Comment analyser le génotype ? ...

Le DNA peut étre analysé au niveau des chromosomes métaphasiques

Le DNA mitochondrial ...
Le DNA des 0rganismes X08ENES ...........cooceuviccerriccneensinenernnes

laire et pathologie

Une approche globale : I'exploration de I'ensemble des produits d’expression du g€nome ...

Chapitre 8. Les polymorphismes duDNA ...

Les polymorphismes du DNA sont des marqueurs BENOLYPIGUES ...........coviveverrieciitsimacaee st sessses s sisens

Les différents types de polymorphismes .......
L’exploitation des polymorphismes du DNA

Chapitre 9. Génomique ...,
Introduction a la génomique : un champ nouveau de ]a bio

Premi¢re phase : les cartes dugénome ...
Principes généraux de la cartographie-du-génome humain

TOBIE oo et erees s st

111
112

117

118
118
119
120
120

121
121
130
142
154
164
166

166
168
170
173
174

177

185

185
185
188
189
200
202

209

209
209
210
220
220
220
221

223

223
225
233

239
239

242
242



L2 CArtOZIAPNIE GEMEUGUE ...ttt st bbb e
La cartographie physique ................
Les diffErentes CArtes AU BEMOIMIE . ..ot st s s oo e s RE e e b bbbt

Deuxiéme phase : acquisition des séquences des génomes

L& dOUDIE AT AU PIOJEL HGP .......oeociiiier ettt ceteees et e ass e et ss s a8 £S5t b s S Ss b s e ssst e

La réalisation : le grand séquengage
Le séquengage du génome humain

Les recherches en génomique ne se limitent pas a la simple reconstitution du puzzle de la séquence brute .............c.......

Troisi¢me phase : I'exploitation du génome
L'impact cognitif : génomique et biologie

La génomique in silico : une gestion de la complexité

Interroger les bases de données gé

NOITMHQUES ..ot st s e

L’0rganisation du travail iN STHCO ..o ses st bbb e
Génomique mode d’emploi : quelques scénarios d'utilisation ...
PEISPOCLIVES ...t seesss e ees e et ettt

Chapitre 10. Pathologie spontanée et expérimentale du DNA génomique

Pathologie spontanée du génome
La trés riche palette des mutations

Pathologie expérimentale du DNA génomique
Les stratégies de pathologie génique expérimentale
L’exploitation des modeles animaux de pathologie génique ...
Les autres utilisations de la transgenése

Chapitre 11. Le diagnostic génotypique
Les principes du diagnostic génotypique
Le diagnostic génotypique dans son contexte médical ........coccevccrinanes
DNA et médecine légale : I'identification des individus par le génotype
Chapitre 12. Genes et MALAAIES ... eeessssssssssss s e e easen s

LA PAFT @S BRIMES ..ot ees e et R e st 8 a4 LR e

humain

Une ou plusieurs mutations ? Un oU PIUSIEUIS BEIIES ? ...t srase s s sensies s
De la mutation a la maladie : pas de relation simple

DU PhENOtYPE QU BENOLYPE ... ceaemss et oss e oo et bt
Le concept de G8NE de MALAGIE .......cccocoermiicciecrecre ettt e s ettt s et et

La quéte des génes de maladies monogéniques

Quelques maladies monogéniques a titre d’exemple

Le modele des maladies de I'hémo
Bases moléculaires des maladies p

globine
ar pathologie du géne CFTR (mucoviscidose et autres) ......

Myopathies de Duchenne et de Becker : le concept de dystrophinopathies ...,

Les maladies par instabilité de séquences répétées

Les maladies MItOCHONAKIALES ...ttt sb et s e bbb

Complexité des maladies mitochondriales
Le génome mitochondrial et sa pathologie
malies du génome mitochondrial ...

L’exploration moléculaire des ano

Vers les génes des maladies a déte

FMINISME COMPIEXE ...

LES IMNAIAAIES COIMITIUNES ...o.oovevvieriieeeieisitseeeeeeactsaess et ete s s st s b s saee s et st e s s s s arse st ses s s setes sess et eses e o sanssaa s aans e s s amsns bt bes e sanasas s santensssenesansrsbasrnse

Bases moléculaires de la notion de terrain ...
Les maladies dues a d'autres pathologies génomiques

Du génotype au phénotype: au-dela de Mendel
[l n'y a pas de relation univoque entre pathologie génique et symptomatologie

L'impact sur la pratique médicate

244
248
254

256
256
257
262
266

266
267

281
281
282
286
289

293

293
294
313
320

323
324
328
331

335

335
346
356

363
363

364
364
365

379
379
393
401
416

427
427
428
431

433
433
439
443

447
447
454



Chapitre 13. DINA €L CATICETS ...t ceciiensimsiee s sssest s sosesisss b sbed ek bbbt b 00

Les bases moléculaires de FONCOGENESE ... ecessesssss s sess s ese s e ens e
Comment I'oncologie est devenue moléculaire
Les génes de cancer et leur pathologie
Les voies du cancer : une tentative d’organisation des CONNAISSANCES ..........cc.oiiiuiemerriimiierece e sseese e sse e ese e

Biologie moléculaire et cancérologie MEAICALe ... st
Vers une sémiologie MOIECUlAITe deS CANCETS ..ot bbb et sb s
Les cancers d’origine virale
Les cancers héréditaires
Les cancers hEMATOIOGIQUES ...t secesecs et sees e e se e ce s e e se e ee e es e e se e se e ee oo
Deux cancers solides a titre d’eXxemple : COION, SEIN ..ot et s
Les bases moléculaires des traitements en oncologie
PEISPECLIVES ..ottt ettt e et et a8 £k b4 Ee b e b8 s e ek S e

Chapitre 14. Pathologie due 2 des EéNOMmMEes eXOZRIES .......................ooii e eessesssesss s

Un cahier des charges du diagnostic génotypique des bactéries, Virus, parasites,... ...
Considérations tECANIQUES ...ttt bbb b b s b e bbbt b
Quelques exemples d’appliCAtION PIALIGUE ........coceeeereeiee e ss e e e

Chapitre 15. Genes et tRETAPIES ..ottt sb b

L’évolution du concept de thérapie génique : du transfert de « DNA médicament » aux thérapies dérivées
de la connaissance des génes

La thérapie génique de premiere génération : le transfert de g8nes ... s
PIE@lAbles BENETAUX ..ottt oo e e
Problémes méthodologiques
L’expérimentation préclinique
L PASSAGE A PNOIMITIE ...ttt e et et

Thérapies ciblées dérivées de la connaissance des génes
AGIT SUT 1@ BENOIME ...ttt bbb bR 4R 44048 448t
Les manipulations thérapeutiques de I'éPIZENOIME ...t ettt ss s
Les interventions thérapeutiques SUT 185 tTANSCIILS ........cc.oociuoiiriiiriecuees ettt eb s e bbbt ek bbbt
Agir sur le protéome
Perspectives

Chapitre 16. Biologie moléculaire et SOCIELE ... s s ssa s

La situation créée par I'accés aux génes et au génome
Les implications éthiques de I’acces au génome humain
L'encadrement de la génétique moléculaire médicale
Quelques faits de société

Troisiéme partie
Les outils du génie génétique

Chapitre 17. Le matériel biologique et les techniques générales de biologie moléculaire ...,

Le matériel biologique
Techniques générales utilisées en biologie moléculaire

Chapitre 18. Les techniques d’amplification élective in vitro (PCR, €£C.) .........ccccccooiin e creeeeneeeenns

La technique PCR (Polymerase CRAIN REACLION) ...........ccoveereeneeeireoneeinsineresresiesiessseseesses et ssss s et ass e ssssas s sesssess s
Les techniques d’amplification isotherme NASBA® (Nucleic Acid Sequence Based Amplification)

et TMA® (Transcription Mediated AMPLJICALION) oottt s e
La LCR (Ligase Chain Reagtion. sm de.mv i3 eeiyemn 5550 A forse s ot ers B0 670 80 0 5750 557 e 857504578 00 B s enisesnse et e

465

466
466
485
497

504
504
506
506
506
512
514
520

537

537
537
540

547

547

548
549
549
558
560
567
567
570
570
575
577

585

585
587
588
590

597

597
599

607

607

617
618



L'amplification des RNA : le systéme de la QB réplicase (amplification de sOnde) ...

Le DNA branché (bDNA) permet une amplification du signal (Quantiplex®) ...

Chapitre 19. Les outils enzymatiques du génie génétique ...

Les enzymes de reStriClioN ... seeene
Les méthylases du DNA DaCEIEN ............cocooviucimroirecr oo sessinae e
Applications particuliéres des enzymes de restriCtion ...
Autres enzymes d’usage courant en biologie moléculaire ...,

Chapitre 20. L’hybridation moléculaire ...,

Notion de température de fusion duDNA ...,
Notion A RYDIIAATION ..ot e
Hybridation en phase HQuide ... rennens s
Hybridation sur support SOLAE ... neen
Hybridation I SIEU ... cses e ecnic e smes e

Chapitre 21. Les vecteurs : plasmides, phages, cosmides, YAC, BAC, PAC,

LS PIASINIACS ..cevvrevoirecr ettt s et e eb s b b s £ R e
LES PRAGES ...ttt ettt b e e e b e b st
LS QUITES TYPES A€ VECTEULS ......vvvreeireeceecieees et s ettt o e84 e R 423t
Les CHIOMOSOIMIES AITHICIELS ..o st et ettt s b e bespe b e bbbt r et E b E bR R bt a

Chapitre 22. Les sondes et leur MATQUAEE ...t sess st ssss bbb

L8 CONCEPEAE SOMIAER ....eoecee ettt ee e ees e s ek s s s e e res st
Les SLratégies de MATGQUABE .........cccoieeieciiceiriacinr e s sscsss s e ees e ear s et as s s e e e e es st h st
L'aGENE A€ MATQUAEE ....coovuemiiiasiiasiioiieceees s s ssss s b3 a8 b s 844388088 et

Chapitre 23, Le clonage moléculaire ...

Les banques GENOMUGUES ... simere oot s b
Les banques de CDINA .o seeresee et

La recherche du clone contenant le recombinant désiré: le criblage .................
Le clonage apres PCR ...t soeessesesessc s eesscessesssassens
Le clonage des cDNA des partenaires d'une protéine .........eevrncniiinne

VIMUS ot e

Le clonage des facteurs protéiques reconnaissant une séquence nucléotidique cible : la technique simple hybride ...........

Chapitre 24. Les micro- et nanotechnologies : puces, laboratoires sur puce, etc. ...,

Les puces et ]es micro-arrays .................
Quelques microtechnologies originales
Les microtechnologies permettent de créer des laboratoires sur des puces (lab
Les premiers pas des nanotechnologies ...
Les systemes et les puces du fULUL ..o ceresseeees

Chapitre 25. Détermination de la séquence d'un acide nucléique..............

Les techniques manuelles ...t
Les techniques aUtOMALISEES ..o e s

Chapitre 26. Analyse du génome et de ses modifications ...

Visualisation d'une portion du génome : la méthode de Southern .....................
Applications de la méthode de SOUhEIN ......cocveeeirncrn s
Lamise en évidence des mutations étendues ... sccesseceseeenns

La mise en évidence des mutatipns-ou desvariations ponctuelles, de-séquence,

ON A CRIP) .o

618
619

623

623
625
625
627

631

631
633
634
634
635

637

638
645
653
654

661

661
661
665

667

667
669
671
676
676
677

679

680
683
684
685
685

689

689
692

699

699
701
704
705



Chapitre 27. Analyse de I'’expression des génes (régulations, transcriptome, protéome, etc.) .............ccoevcceoerooee..

ANalyse QUALITALIVE AES LTANISCIILS .......ccoreeeeiirierreceriree et s reesisess s ees s e stses s et earses st et eeraen oot en st s e ssesmsontentesnis
Analyse quantitative des transcrits ...
Analyse de la transcription in Vitro ..., . .
Analyse des mécanismes de régulation de I'eXpression des GENES .........ccvcoeerceeeneeerenmeeeereresererestsesmesnens
Traduction in vitro et production de protéines reCOMDBINANTES ...ttt
Analyse des protéines : 1a PrOtEOIMIGUE ... cae et ee et s e sk et s

Chapitre 28. Les techniques de modification du matériel génétique ou de son expression ...

Modification in vitro d’une portion de SEQUEIICE ..........cceercenerniir et rerssets sttt es s saes s s et sosssentsessneen
Constructions permettant de mettre en évidence les effets des modifications apportées
Les vecteurs utilisés pour le transfert ex vivo etin vivo du matériel génétique ...
Transfert ex vivo du Matériel GENELQUE .............corecicicnnrecneereemreres e eneemest e cereersest st e arseersess sttt ase s e reon s s ssocs
Transfert et modification in vivo du mMatériel GENELIQUE ... ssessses st as e st e s
La RNAi (RNA interférence) peut étre utilisée comme outil pour éteindre I'expression d’'un géne:

le « knock-down »

Chapitre 29. Informatique et biologie Moléculaire ...ttt

L’équipement pour utiliser I'outil informatique
La communication avec I'extérieur ...................
Les utilisations d’Internet en biologie moléculaire

GLOSSAUTE ...ttt s s et s et 2 A bbb s e A e RA e R b At bR s s a bt s e bbbt

721

721
728
728
729
734
735

745

746
748
749
752
754

762

765

765
766
767

771

791





