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Comprendre les interrelations, les mécanismes généraux de régulation et les dysfonctionnements 

métaboliques : au niveau moléculaire, cellulaire et tissulaire.

Cours :

Le métabolisme : un ensemble de réactions couplées et interconnectées.

Cinétique enzymatique.

Stratégies  de  régulation  de  l’activité  des  enzymes  :  compartimentation  cellulaire,  contrôles

allostériques,  isoenzymes  et  régulation  «  tissu-spécifique»,  modifications  covalentes,  clivage

protéolytique,  ajustement  des  niveaux  d’enzymes  (quantité  et  activité  :  contrôles  hormonaux),

régulation transcriptionnelle.

Sites  de  contrôle  spécifiques  des  voies  métaboliques  essentielles  :  glycolyse,  cycle  de  l’acide

citrique, complexe de la pyruvate déshydrogénase, voie des pentoses phosphate, néoglucogenèse,

synthèse et dégradation du glycogène, synthèse et dégradation des acides gras.

Notion de « carrefours métaboliques » : glucose 6-phosphate, pyruvate, acétyl-CoA.

L’ATP :  unité  universelle  d’énergie  libre  des  systèmes  biologiques.  Régulation  de  la  chaîne

respiratoire mitochondriale.

Profils métaboliques spécifiques des organes ou tissus : cerveau, muscle strié squelettique, muscle

cardiaque, tissu adipeux, rein, foie.

Exemples intégrés : adaptations métaboliques lors des phases postprandiale, postabsorptive et de

jeûne ; adaptations métaboliques lors de la naissance ; les sources d’énergie au cours d’un exercice

(intensité, durée) ; le métabolisme cardiaque en situation physiologique et en situation d’ischémie.

Bases cellulaires et moléculaires des maladies héréditaires du métabolisme

TD :

Biochimie moléculaire et cellulaire : Identification d’un vecteur recombinant et clonage moléculaire

en vue de production d’une protéine recombinante thérapeutique ; Détection de mutations dans le

génome humain.

Biochimie métabolique: Exercices d’enzymologie appliquée. 



III- METHODES D’IDENTIFICATION (A) DES MUTATIONS DELETERES A L’ORIGINE DES 

MALADIES GENETIQUES HEREDITAIRES MONOGENIQUES ET APPLICATIONS 

(DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE (B) ET AUTRES APPLICATIONS  (C))

IV- APPROCHES THERAPEUTIQUES DES MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES 

(TRANSFERT DE GENE : CLONAGE (A) et APPLICATIONS(B))

PLANNING CM/TD (B. Carcy)

- Introduction générale (problématique) 

 CM3-4 le mardi 8/01 de 14-16h

 TD1: *mercredi 9/01; 9h-10h30 et 10h30-12h (série D puis C pour étudiants SKI)
*Mardi 15/01; 10h30-12h (série E)

*Mercredi 16/01; 9h-10h30 et 10h30-12h (série B puis A)

 CM5-6 le lundi 14/01 de 10-12h et CM7  le jeudi 17/01 de 17-18h
 TD2 : *lundi 21/01 (série E puis B; 9h-10h30 puis 10h30-12h00, respectivement; série A 14-15h30 en 

salle CT5 Usine), 

*mercredi 23/01 (série D puis C; 9h-10h30 puis 10h30-12h; pour étudiants SKI)

II- MECANISMES ET CONSEQUENCES DES MUTATIONS DELETERES A L’ORIGINE DES 

MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES

I- POLYMORPHISMES DU GENOME HUMAIN ET PATHOLOGIE MOLECULAIRE (MALADIES 

HEREDITAIRES MONOGENIQUES)

=> CM1-2 le lundi 07/01 de 14-16h

=> A LIRE CHEZ SOI POUR DETAILS

=> A LIRE CHEZ SOI POUR DETAILS



PLANNING TP BioMol & Cell (24h; 5TP)

I- TP Biologie Moléculaire (15h; 3TP; B. Carcy/A. Graindorge/L. Alcaraz-Cacchia)

II- TP Biologie Cellulaire (9h; 2TP; K. Moubri-Ménagé/S. Delbecq/L. Alcaraz-Cacchia)

Frottis/coloration cellulaire et observation microscopique (TP1; 3h)

Fractionnement cellulaire, Electrophorèse SDS-PAGE et Western blot (TP2; 6h)

A- Clonage moléculaire (9h)

TP1 (3h): transformation bactérienne et sélection colorimétrique (Bleu/blanc) des bactéries contenant 

un vecteur recombinant. 

TP2 (6h):  extraction/dosage d’ADN plasmidique (miniprep) et analyse sur gels d’agarose des inserts 

par digestion des vecteurs à l’aide d’enzymes de restriction ou par PCR ; Caractérisation de 

polymorphismes sur les inserts

Chaque étudiant extrait son propre ADN et analyse sur gel d’agarose ses profils (homozygotes ou 

hétérozygotes) pour 3 marqueurs génétiques amplifiés par PCR:

=> TP3 Bio.Mol.(6h): analyse de séquences répétées par PCR (Insertion Alu sur chromosomes 8 et 

détermination du nombre de VNTR pMTC118 sur chromosomes 1) ; 

=> TP Sc. Pharmacol. UE2-12 (6h) : mise en évidence de RFLP sur cytochrome p450. 

B- Identification de polymorphismes (RFLP et de répétition) humains (6h) 
(Note : TPs DE SCIENCES PHARMACOLOGIQUES UE2-12 (6h) EN MEME TEMPS)



UE optionnelles le plus en relation avec ces enseignements d’UE11



Ouvrages de références
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I- POLYMORPHISMES DU GENOME HUMAIN ET PATHOLOGIE 

MOLECULAIRE (MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES) 

II- MECANISMES ET CONSEQUENCES DES MUTATIONS DELETERES A L’ORIGINE DES MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES

III- METHODES D’IDENTIFICATION DES MUTATIONS DELETERES A L’ORIGINE DES MALADIES GENETIQUES HEREDITAIRES 

MONOGENIQUES (DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE)

IV- APPROCHES THERAPEUTIQUES DES MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES (TRANSFERT DE GENE)

A- GENOME HUMAIN 

- Composition (ADN nucléaire et mitochondrial) et organisation générale

- Les séquences répétées (dispersées et en tandem)

- Les séquences géniques (gènes, ADNc, sites consensus d’épissage, cadre de lecture ouvert)

- Les SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)

B- POLYMORPHISMES (MUTATIONS/VARIATION DE SEQUENCE)

- Mutations rapportées dans la littérature (micro et macrolésions)

- Définition et Nomenclature

- les différents types de polymorphisme (bi- ou multialléliques, épigénétiques, mitochondrial) 

C- PATHOLOGIES INDUITES PAR LES VARIATIONS DE SEQUENCES

- Pathologies dues à des SNP et STR (incluant les MHM) 

- Pathologie dues à des épimutations (dont l’empreinte Génomique)

- Pathologie mitochondriale

D- LES MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES (MHM)

- Généralités

- Transmission

- Relation génotype/phénotype



A- LE GENOME HUMAINGénéralités



23 paires de chromosomes:
-22 autosomiques 
de 249 (ch1) à 54 (ch21)Mpb
-1 sexuelle (141Mbp pour X et 
60Mpb pour Y)

- 0,1% de variation entre 2 individus

A- LE GENOME HUMAIN

3 milliards de pb

ADNmtN/ADNmtM

(ADNmtN et ADNmtM, respectivement)

ADN nucléaire et mitochondrial



ORGANISME mycobactérie            levure           Drosophile      ver nématode       Homme

NBRE GENE     4000           6000             13000         18000          25000

Nombre de gènes A- LE GENOME HUMAIN



(Ex: Alu Cf TP3 BioMol)

$$

SINE: petit élément nucléaire intercalé; LINE: grand élément nucléaire intercalé

(Ex: TP3 BioMol)

Composition générale A- LE GENOME HUMAIN



 Dans le génome humain, on distingue principalement deux types de séquences répétées (55 % 

du génome) :

•Séquences répétées en tandem (10 % du génome):

Séquences microsatellites (3-4 % du génome): 

- séquences de 1 à 5 pb (STR: Short Tandem Repeat) répétées un grand nombre de fois 

(jusqu'à plusieurs kbp)

Séquences minisatellites (1-2% du génome): 

- séquences de 15 à 25 pb le plus souvent (VNTR: Variable Number of Tandem Repeat ; 

max 150pb) répétées un grand nombre de fois (Cf TP3 BioMol)

Grands blocs d’ADN satellite (environ 5 % du génome humain) : 

- blocs allant jusqu’à une dizaine de mégabases, localisés très majoritairement au niveau 

des centromères et télomères

•Séquences répétées dispersées (chez les vertébrés) réparties sur l’ensemble du génome (45 % 

du génome) : 

Petits éléments nucléaires intercalés (SINE : Small Interspred Nuclear Element) : leur taille 

varie entre 130 et 500 pb, les plus abondantes chez l’homme sont les séquences ALU (cf

TP3 BioMol)

Longs éléments nucléaires intercalés (LINE :Large Interspred Nuclear Element) : leur taille est 

de quelques kpb (6 à 7 kpb). 

Séquences terminales longues répétées (LTR : Long Terminal Repeat) : généralement des 

éléments de relativement petite taille, présents en très grand nombre (~ 400 000 copies). 

Transposons d’ADN : ils représentent environ 300 000 copies et sont issus de la 

transposition de certains gènes d’une partie d’un chromosome, voire d’un chromosome 

complètement différent, vers une autre partie du génome. 

Les séquences répétées A- LE GENOME HUMAIN



Poly(A)CAP

5’

5’

5’

3’

3’

3’

AUG Stop

Brin codant

Brin non codant

exon1 exon2 exon3

exon1 exon2 exon3

exon1 exon2 exon3

ADNg (gène dans un génome eucaryote: intron + exon +5’ NC et 3’NC)

ARNm mature :

-1 seul cadre de 

lecture ouvert 

(Open Reading 

Frame=ORF)
exon1 exon2 exon3

exon1 exon2 exon3

ATG Stop

ADNc (ADN complémentaire)

copie ADN double brin issue 

d’un ARNm mature)

introns

Traduction

Transcription/maturation

Rétrotranscription

Nter Cter
Traduction

protéine

* Rappels1 sur les notions d’ADNg (ou ADNc), d’ARNm et de protéines

Les séquences géniques A- LE GENOME HUMAIN



Donneur Accepteur

u= base pyrimidique (C, T); r= base purique (A, G); n= n’importe quelle base

- ISE (Intronic  Splicing Enhancer)

- ISS (Intronic  Splicing Silencer)

- ESE (Exonic  Splicing Enhancer)

- ESS (Exonic  Splicing Silencer)

Les sites consensus d’épissage (splicing) d’un gène A- LE GENOME HUMAIN



* Rappels2 sur la notion de cadre de lecture ouvert (orf) d’un gène

5’ - ATGTATGACGTAACGTAA – 3’  brin sens (codant)
3’ - TACATACTGCATTGCATT – 5’  brin anti-sens (non codant)

5’ - ATGTATGACGTAACGTAA - 3’

5’ - ATG TAT GAC GTA  ACG  TAA – 3’   (Orf=OUVERT)

5’ - A  TGT  ATG ACG  TAA CGT  AA - 3’ (FERME; +1)

5’ - AT  GTA  TGA CGT AAC  GTA  A - 3’ (FERME; +2)

=> Brin sens (orienté 5’ vers 3’):

5’ - TTACGTTACGTCATACAT - 3’

=> Brin antisens, complémentaire du brin sens

(attention, orienté 5’ vers 3’):

 Pour une séquence d’ADN donnée, il existe 6 cadres de lecture 

possibles, mais 1 seul est ouvert (il est sur le brin codant et c’est lui qui 

donnera la protéine)

=> il existe 1 cadre de lecture 

ouvert (orf) sur le brin codant

=> il n’existera pas de cadre de lecture 

ouvert (orf) sur le brin non codant

Le cadre de lecture ouvert d’un gène A- LE GENOME HUMAIN



Diversité

des individus
(0,1% de variation 

entre 2 individus)

Pathologies
(mutation SNP si 
Fréquence >1% dans la 
population)

LES MUTATIONS 
/POLYMORPHISMES/
VARIATIONS DE 
SEQUENCE DU 
GENOME HUMAIN

Les SNP
(Single Nucleotide

Polymorphism)

A- LE GENOME HUMAIN



Les SNP sont les 
variants les plus 
fréquents dans le 
génome humain

Macrolésions (grande taille): 

Ce sont des réarrangements géniques 

complexes (grande insertion, duplication, 

Inversion, délétion, translocation) dont la taille 

peut aller de quelques kpb à plusieurs Mpb.

>90%

<10%

SNP

Seq Repétées

-microlésions (petites taille): 

Ce sont des substitutions, suppressions ou 

additions d’un ou de quelques nucléotides)

B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONSMICRO- et MACROLESIONS



https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/7/72/Notable_mutations.svg/2980px-Notable_mutations.svg.png

CONSEQUENCES PATHOLOGIQUES B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



- Selon les auteurs, polymorphisme peut signifier :

- un changement de séquence sans conséquence pathologique

- un changement de séquence dont la fréquence est >1% 

dans la population générale

- Selon les auteurs, mutation peut signifier :

-un changement de séquence, quelle que soit la conséquence

- un changement induisant une pathologie 

Les auteurs de la nomenclature utilisent donc le terme

variation de séquence pour éviter toute confusion avec les 

termes polymorphisme et mutation (voir nomenclature)

DEFINITION

=> Ce sont des variations de séquence d’un locus donné, d’un 

individu à l’autre au sein d’une même espèce.

B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



=> une variation de 

séquence peut être 

localisée en n’importe quel 

point d’un gène ou des 

régions extragéniques 

intéragissant avec lui. 

=> Les conséquences de 

ces variations de 

séquences selon leur 

localisation sont variables

=> Ces variations de séquences peuvent être exprimées 

au niveau de l’ADN, l’ARN et/ou de la protéine.

=> Les principales modifications pour la description des 

variations de séquences(que ce soit au niveau ADN, ARN 

ou protéine) concernent:

- les mutations ponctuelles (substitutions)

- les insertions

- les délétions

- les duplications

- les inversions

NOMENCLATURE DES VARIATIONS DE 

SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES

B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



Nomenclature pour la 

description des mutations et 

autres variations de séquence

B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



-Les substitutions (mutations 

ponctuelles): désignées par le 

caractère « > »:

* 76A>C signifie qu’au niveau du 

nucléotide 76, le A est substitué en C.

* 89+1G>T signifie qu’au niveau de 

l’intron, le G (en position +1 dans l’intron) 

a été substitué en T (la position 89 étant 

celle du 89ème nucléotide dans l’ADNc)

*90-2A>C (ou IVS2-2A>C) signifie qu’au 

niveau de l’intron, le A (en position -2 

dans l’intron) a été substitué en C (la 

position 90 étant celle du 90ème 

nucléotide dans l’ADNc)

-Les délétions, désignées par l’abréviation 

« del »:

* 76_78delACT (ou 76_78del) signifie une 

délétion de 3 nucléotides (ACT) des 

positions 76 à 78.

-Les insertions, désignées par 

l’abréviation « ins »:

*76_77insT signifie l’insertion du 

nucléotides T entre les nucléotides 76 et 

77.

NOMENCLATURE DES VARIATIONS DE 

SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES (ADN)

 ajouter c, g ou m au début de la nomenclature selon la nature de l’ADN

-Les duplications, désignées par « dup »:

-586_591dup signifie « duplication du 

segment qui va de la position 586 à la 

position 591 » 

B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



-Au début de l’intron: on donne le 

numéro du dernier nucléotide de 

l’exon précédent puis le signe + suivi 

de la position dans l’intron

-Ex: g.89+1G, 89 est le numéro du 

dernier nucléotide de l’exon précédant 

l’intron et G est en 1ere position sur 

l’intron)

-A la fin de l’intron: on utilise la 

numérotation du premier nucléotide de 

l’exon suivant l’intron suivi d’un signe -

et de la position du nucléotide en 

amont dans l’intron 

-Ex: g.90-1G, 90 est le numéro du 

premier nucléotide de l’exon suivant 

l’intron et G est en dernière position 

de l’intron) 

Au niveau des introns:

Exon 1 Exon 2Intron
G+1T-----A-2G-1

1              89 90

Donc g.89+1G>T signifie:

Exon 1 Exon 2Intron
T+1T-----A-2G-1

1              89 90

Exon 1 Exon 2Intron
G+1T----A-2G-1

1              89 90

Donc g.90-2A>C signifie: 

Exon 1 Exon 2Intron
G+1T----C-2G-1

1              89 90

NOMENCLATURE DES VARIATIONS DE 

SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES

B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



-Les substitutions:

* modification faux-sens: p.W26C (ou 

trp26Cys) signifie qu’au niveau de 

l’acide aminé 26, le W (tryptophane) a 

été changé en C (cystéine).

* modification non-sens: p.W26X (ou 

trp26X) signifie qu’au niveau de l’acide 

aminé 26, le W (tryptophane) a été 

changé en codon-stop (X).

-Les délétions, désignées par 

l’abréviation « del »

* p.K29del (ou Lys29del) signifie une 

délétion de l’acide aminé lysine (Lys ou 

K) en position 29.

* p.C28_M30del (ou Cys28_Met30del) 

signifie une délétion de 3 acides 

aminés de la cystéine en position 28 à 

la methionine en position 30.

-Les insertions, désignées par 

l’abréviation « ins »:

*p.K29_M30insQSK (ou 

Lys29_Met30insGlnSerLys) signifie 

l’insertion de 3 acides aminés (QSK ou 

glutamine/lysine/serine) entre les 

acides aminés lysine (K) en position 29 

et methionine (M) en position 30. 

Ainsi la séquence …CKMGH… devient 

…CKQSKMGH…

NOMENCLATURE DES VARIATIONS DE 

SEQUENCES PEPTIDIQUES

-Les duplications, désignées par « dup »:

-p.G4_Q6dup signifie « duplication du 

segment à partir de G4 et jusqu’à Q6

B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



Pour une description plus détaillée de la nomenclature des mutations, se référer à: Nomenclature for the description of 

sequence variations by the Human Genome Variation Society, den Dunnen JT and Antonarakis SE (2000). Hum.Mutat. 

15:7-12. 

EXEMPLES B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS

http://www.hgvs.org/mutnomen/
http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/68503056/PDFSTART


2- MULTI-ALLELIQUES*
- Séquences répétées de type STR/VNTR   

=> n génotypes possibles

1- BI-ALLELIQUES* (SNP; Insertion 

et/ou délétion, micro- ou macrolésions)
-inclut les RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), qu’ils soient SNP ou non.

=> seulement 3 génotypes possibles (N/N ; 
N/M et M/M)

Mutation de type RFLP: Ce sont des variations de séquences touchant un site de restriction = une 

mutation pourra soit créer soit abolir un site de restriction

- Site de restriction = site nucléotidique de coupure strict de l’ADN par une enzyme de restriction

=> la moindre mutation dans la séquence d’ADN au niveau du site de coupure fait que l’enzyme ne 

pourra plus couper l’ADN

-Ex: site de coupure pour l’enzyme EcoRI est GAATTC =>  si mutation induit GACTTC alors EcoRI ne 

coupe plus l’ADN muté)

4 génotypes 

LES 
POLYMORPHISMES 
DE L’ADN 
NUCLEAIRE

LES DIFFERENTS TYPES B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



LES POLYMORPHISMES BI-
ALLELIQUES (SNP)= microlésions

- >1 million/génome normal (>STR et plus 
stable)
- transmission héréditaire stable
- SNP si fréquence dans la population >1%
- Espacés tous les 1.2 à 1.9kpb
- classés selon les conséquences observées ou 
leur localisation dans le génome:
- changement d’acide aminé (aa) ou pas
- présent dans les régions non-codantes 5’ ou 3’
- présent dans d’autres régions du génome 
(intron, région intergéniques)
-La plupart n’affecte ni la fonction du gène ni 
celle de la protéine codée par le gène
- parfois associés à des pathologies (omim ou 
non)
- si modification de la fonction protéique, on 
parle de polymorphisme fonctionnel

- Applications (diagnostic maladies génétiques, 
médecine prédictive, biodiversité humaine,…)

- Short Tandem Repeat (STR) = 
microsatellites (1-5pb)
- 50 000-100 000 copies/génome
- espacées tous les 10kpb
- le plus souvent dinucléotidiques [CA/GT]n
- 3 à 4% du génome humain
- Le plus souvent dans régions 

intergéniques mais parfois également 
dans régions géniques (régions non 
codantes 5’ ou 3’, exons, intron)

- Sujet à phénomène d’anticipation (Cf
chapitre MHM) et sont parfois associés 
à des pathologies omim (=maladies 
génétiques=MHM)

- Applications (diagnostic maladies 
génétiques, empreintes génétiques, 
paternité…)

LES POLYMORPHISMES 
MULTI-ALLELIQUES (STR) 
= macrolésions

LES DIFFERENTS TYPES B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



- l’épigénétique est un phénomène 

physiologique fondamental dans la 

cellule 

(ex: méthylation des ilots CpG de 

certains promoteurs, remodelage 

chromatinien) qui intervient dans de 

nombreuses régulations.

- De manière générale, au niveau des 

promoteurs notamment, 

l’hyperméthylation et la compaction 

chromatinienne sont associés à la 

répression de l’expression des gènes 

et participent à la régulation de 

l’expression du gène. 

Les épimutations sont aussi observées 

dans des maladies héréditaires et sont la 

conséquence de mutations sur des 

gènes impliqués dans la méthylation.

D’autres mutations sur des gènes 

impliqués dans le remodelage 

chromatinien (histone acétyltransférase, 

ATPases remodelant les nucléosomes par 

exemple) peuvent être responsables des 

conséquences pathologiques de sa 

dysrégulation (cancers, malformations, 

retards mentaux par exemples).

L’EPIGENETIQUE EPIMUTATIONS

LES DIFFERENTS TYPES

AUTRES POLYMORPHISMES

B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



Les mitochondries sont comme des centrales
produisant l’énergie nécessaire au bon 

fonctionnement de la cellule. 

Chaque cellule de l'organisme en contient 

plusieurs centaines, voire plusieurs milliers. 

Lorsqu'une majorité de mitochondries est 

''malade'‘ (mutations dans l’ADNmt), la cellule 
n'a plus assez d'énergie pour assurer 

correctement sa fonction. Ces mitochondries 

''malades'' peuvent se trouver dans n'importe 

quelle cellule de l'organisme : n'importe quel 
organe peut donc être touché dans les maladies 

mitochondriales (cytopathies mitochondriales 

ou mitochondriopathies).

Mutations MITOCHONDRIALES

Mise à jour : juin 2006, Tuy Nga Brignol, (M.D.), J.Andoni Urtizberea, (M.D), copyright AFM

LES DIFFERENTS TYPES

AUTRES POLYMORPHISMES

B- LES POLYMORPHISMES/MUTATIONS



LES POLYMORPHISMES MULTI-
ALLELIQUES 

(Exemples de relation STR/maladie 
génétique monogénique (MHM)=omim)

LES POLYMORPHISMES BI-ALLELIQUES 
(Exemples de relation SNP/maladie

omim ou non)

C- PATHOLOGIES INDUITES

RELATION SNP/PRISE MEDICAMENTEUSE

(Analyse RFLPcytP450 en TP toxico)

SNP et STR (Polymorphismes de l’ADN nucléaire)

MHM



Exemple du syndrome 

immunodeficiency, centromeric 

instability and facial anomalies(ICF, 

Omim 242860):

syndrome rare, de transmission 

autosomique récessif.

caractérisé par un immunodéficit 

général associé à des anomalies de 

développement.

Dans les lymphocytes, des anomalies 

chromosomiques sont observées 

(hétérochromatine péricentromérique 

allongée sur le chromosome 1 ou 16 au 

niveau de région riches en séquences 

répétées). Ces régions sont 

normalement fortement méthylées.

Dans le syndrome ICF, elles sont 

hypométhylées: conséquence d’une 

mutation sur le gène codant une ADN 

méthylase (DNMT3B). 

La méthylation différentielle de gènes 

parentaux peut être importante dans le 

phénomène d’empreinte génomique

(expression différentielle d’un gène selon 

son origine maternelle ou paternelle). 

Certaines anomalies de méthylation 

provoquent un dérèglement de l’empreinte 

génomique. C’est le cas par exemple dans le 

syndrome de Beckwith-Wiedemann

(BWS, Omim 130650) responsable 

d’anomalies du développement et de risque

élevé de tumeurs dans l’enfance. 

EPIMUTATIONS C- PATHOLOGIES INDUITES



Les maladies mitochondriales sont des maladies qui ont en 
commun des anomalies de la chaîne respiratoire 

mitochondriale.

N'importe quel organe peut donc être touché dans les maladies 

mitochondriales. Les myopathies mitochondriales touchent cependant 

plus particulièrement les muscles. Elles comprennent 

notamment les syndromes de MELAS et de MERRF.

Ces maladies peuvent être héréditaires. Leur transmission est 

complexe:

* Les formes liées à une altération primitive de l'ADN 

mitochondrial n'obéissent pas aux lois classiques de l'hérédité

mendélienne mais sont transmises selon les lois de 

l'hérédité dite maternelle. 

* Dans d’autres cas, il peut s’agir d’anomalies de gènes de l’ADN 

nucléaire (l’ADN « classique ») contrôlant indirectement la chaîne 

respiratoire et se transmettant sur le mode autosomique
dominant, soit sur le mode autosomique récessif.

pathologies mitochondriales

MYOPATHIES MITOCHONDRIALES
Autres appellations : Syndrome de MELAS (Mitochondrial 

Encephalopathy Lactic Acidosis Stroke), Syndrome de MERRF
(Myoclonic Epilepsy Ragged Red Fibers), 

La gravité des maladies mitochondriales 

est très variable selon les individus. Dans 

les maladies mitochondriales dues à une 

anomalie de l'ADN mitochondrial, l'atteinte 

d'une cellule (donc d'un tissu, donc d'un 
organe...) dépend de la proportion de 

mitochondries ''malades'' qu'elle contient : 

car dans chaque cellule coexistent des 

mitochondries normales et des 

mitochondries malades (cette coexistence 

se nomme hétéroplasmie). Il existe un effet 

seuil.

Mise à jour : juin 2006, Tuy Nga Brignol, (M.D.), J.Andoni Urtizberea, (M.D), copyright AFM

MUTATIONS MITOCHONDRIALES C- PATHOLOGIES INDUITES



Les maladies héréditaires monogéniques (MHM)

-Recensement de ces maladies regroupé dans le catalogue Omim accessible sur Internet 

(On line Mendelian Inheritance in Man)

-Sont nombreuses (>4000) mais rares. Cependant, réel problème humain et de santé publique 

- Les plus fréquentes ont une incidence faible:

- mucoviscidose (incidence 1/3000)

- déficit en alpha 1- antitrypsine (incidence 1/1700)

- hypercholesterolémie familiale (incidence 1/500)

- neurofibromatoses (incidence 1/3000)

- Plusieurs mode de transmission:

- transmission héréditaire mendélienne 

* récessif lié à l’X (Ex: hémophilie A; omim 306700)

* dominant lié à l’X (Ex: formes de la maladie de Charcot-Marie-Tooth; omim 302800)

* autosomique récessif (Ex: mucoviscidose, omim 219700)

* autosomique dominant (Ex: porphyrie aigüe intermittente, omim 176000)

* codominant (Ex: groupes sanguins ABO)

- transmission héréditaire non mendélienne (phénomène d’anticipation; extension de 

séquences répétées en nombre anormal; Ex: syndrome de l’X-fragile, omim 309550 

ou chorée de Huntington, omim 143100)

D- MHMGENERALITES



https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/7/72/Notable_mutations.svg/2980px-Notable_mutations.svg.png

EXEMPLES D- MHM



La maladie héréditaire (ou maladie

génétique) est une maladie qui est transmise

par le spermatozoïde ou par l'ovule. Il s' agit

d'une affection présente dès le début de la vie

intra-utérine. Celles-ci sont le résultat de la

présence, au niveau des chromosomes, de

gènes anormaux. On parle également de génopathie ou

d'hérédopathie. Les maladies acquises (=non

héréditaires) sont des affections apparaissant

après la fécondation (=mutations postzygotiques),
soit pendant la vie intra-utérine (à l'intérieur de l'utérus pendant la grossesse) soit

après la naissance. Les premières portent le nom d'embryopathie (maladie de

l'embryon) et de foetopathie (maladie du fœtus).

Transmission héréditaire non-mendélienne via 

phénomène d’anticipation (séquence répétées de type 

STR).

TRANSMISSION

-La modification observée se voit sur 

plusieurs générations. Le plus souvent, elle 

augmente au cours des générations 

successives: on parle alors de phénomène 

d’anticipation.

- A partir d’un certain seuil (nbre de di- ou 

trinucléotides donné), il y a pathologie.

STR ET PHENOMENE D’ANTICIPATION

D- MHM



 La relation génotype/phénotype 

peut être complexe 

RELATION GENOTYPE/PHENOTYPE D- MHM
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I- POLYMORPHISMES DU GENOME HUMAIN ET PATHOLOGIE MOLECULAIRE (MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES)

II- MECANISMES ET CONSEQUENCES DES MUTATIONS DELETERES A 

L’ORIGINE DES MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES

III- METHODES D’IDENTIFICATION DES MUTATIONS DELETERES A L’ORIGINE DES MALADIES GENETIQUES HEREDITAIRES 

MONOGENIQUES (DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE)

IV- APPROCHES THERAPEUTIQUES DES MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES (TRANSFERT DE GENE)

A- MECANISMES GENERANT LES MUTATIONS

- Cas des microlésions

- Mutations non ponctuelles (petites délétions ou/et insertions)

- Mutations ponctuelles (faux-sens, silencieuses, non-sens)

- Cas des macrolésions

- Variation de séquences répétées (mutations de réplication)

- grandes insertions, duplication, délétions

- réarrangement génique complexe

B- POSITION DES MUTATIONS SUR UN GENE ET CONSEQUENCES PHENOTYPIQUES

- mutation (microlésions) dans les régions codantes

- mutation (microlésions) perturbant l’épissage

- dans site accepteur 3’ag ou donneur 5’gt

- dans site de branchement

- inactivation ESE

-Mutations (microlésions) dans régions non codantes (5’NC ou 3’NC)

- Créations d’un codon stop prématuré (CSP)

- résumé sur les mutations 

- Conséquences phénotypiques d’une mutation



CAS DES MICROLESIONS A- MECANISMES

- Petites délétion, insertion et déletion/insertion sont des mutations non ponctuelles :

=> erreurs de réplication ou de réparation et réarrangements géniques peuvent être 

la cause de mutations non ponctuelles

- Quand une base est substituée en une autre, on parle de mutation ponctuelle (SNP). 
Les SNP (non-sens et faux-sens) sont les plus courantes des mutations rapportées dans la 

littérature (environ 57%). 

=> De nombreux mécanismes sont responsables des mutations ponctuelles :

- la dépurination

- la désamination notamment des cytosines méthylées (metC en T)

- erreurs de réplication ou de réparation (cause de mutations non ponctuelles 

également)

- transition: changement d’une base purique (ou pyrimidique) 

en une autre (G en A ou C en T) 

-transversion: changement d’une base purique en 

pyrimidique (G en T) (ou réciproquement par exemple C en A)

Ce sont des substitutions, suppressions ou additions d’un ou de quelques 

nucléotides.



CAS DES MACROLESIONS

 Ce sont des mécanismes de réarrangements géniques complexes dont la taille 

peut aller de quelques kpb à plusieurs Mpb.

- Cas des macrolésions de type grande insertion, 

duplication, inversion, Délétion, translocation

- les réarrangements peuvent être inter- ou 

intrachromosomiques (inter ou 

intrachromatides)

- via mécanismes de recombinaisons 

(homologue ou non):

* au sein de famille de gènes regroupés 

en groupe (cluster)

* au sein de séquences répétées

- Cas des macrolésions de type STR

A- MECANISMES



- mutation (microlésions) dans les régions codantes

- mutation (microlésions) perturbant l’épissage:

* dans région codante (inactivation ESE/création SCE)

* dans site accepteur 3’ag (ou donneur 5’gt) ou de branchement

- Mutations (microlésions) dans régions non codantes (5’NC ou 3’NC)

=>  Les conséquences de ces mutations selon leur localisation sont variables

-En pathologie moléculaire, une mutation peut être localisée en n’importe quel point 

d’un gène: 

B- POSITION ET CONSEQUENCES DES MUTATIONS SUR UN GENE 



-Mutations ponctuelles:

- mutations faux-sens

*induisent un changement d’AA sur la protéine

*conséquence sur le fonctionnement de la 

protéine est variable

*dans certains cas peut induire une anomalie 

d’épissage (saut d’exon par abolition fonctionnelle 

d’un site ESE ou modification structure 2aire ARNm)

-mutations silencieuses

*modifie le codon mais pas l’AA

*pas de conséquence sur la protéine

*Cependant peuvent être responsables d’un 

épissage anormal de l’exon (saut d’exons si 

mutation située sur site favorisant [ESE] ou inhibant 

[ESS] l’épissage). 

-mutations non-sens

*aboutissent à la formation d’un codon stop (UAA, 

UAG ou UGA)

*responsables :

- d’une protéine tronquée (le + souvent 

non fonctionnelle)

- de la dégradation de l’ARNm

correspondant (et donc absence de synthèse 

de la protéine anormale)

- dans certains cas d’épissage anormal

d’exon (« saut d’exon »)

-Mutations non ponctuelles :

- L’insertion ou la délétion d’une ou plusieurs 

bases dans la région codante :

*peut décaler le cadre de lecture 

ouvert (open reading frame=orf).

*provoque l’apparition d’un codon stop 

prématuré plusieurs bases (une dizaine 

à une centaine en général) en aval de la 

mutation.

Principales conséquences:

*formation protéine tronquée (plus 

petite)

*dégradation de l’ARNm correspondant

CAS DES MICROLESIONS DANS REGION CODANTE B- POSITION ET CONSEQUENCES



CAS DES MICROLESIONS PERTURBANT L’EPISSAGE

=> dans région codante (exon)

l’épissage anormal raccourcit l’exon 22 l’épissage anormal délète l’exon 22

=> On obtient une protéine tronquée dans les 2 cas

B- POSITION ET CONSEQUENCES



CAS DES MICROLESIONS PERTURBANT L’EPISSAGE

 dans site accepteur 3’ag (ou 

donneur 5’gt):
=> dans site branchement:

B- POSITION ET CONSEQUENCES



CAS DES MICROLESIONS PERTURBANT L’EPISSAGE

EXEMPLES D’ ANOMALIE D’EPISSAGE
INDUISANT UNE PATHOLOGIE

B- POSITION ET CONSEQUENCES



CAS DES MICROLESION DANS REGION NON CODANTES (5’NC) B- POSITION ET CONSEQUENCES



CAS DES MUTATIONS DANS REGION NON CODANTES (3’NC) POSITION ET CONSEQUENCESB- POSITION ET CONSEQUENCES



RESUME CONSEQUENCES

RESUME des mutations induisant la création 

d’un codon stop prématuré (CSP):

Non-sens



RESUME CONSEQUENCES

RESUME CONSEQUENCES FONCTIONNELLES (sur la protéine) DES MUTATIONS



RESUME CONSEQUENCES

RESUME CONSEQUENCES DU 

NOMBRE DE MUTATIONS SUR 

LE PHENOTYPE DES MHM

RESUME DES CONSEQUENCES 

PHENOTYPIQUES DES MUTATIONS



https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/7/72/Notable_mutations.svg/2980px-Notable_mutations.svg.png

CONSEQUENCESRESUME

RESUME PATHOLOGIES INDUITES 



I- POLYMORPHISMES DU GENOME HUMAIN ET PATHOLOGIE MOLECULAIRE (MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES)

II- MECANISMES ET CONSEQUENCES DES MUTATIONS DELETERES A L’ORIGINE DES MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES

III- METHODES D’IDENTIFICATION DES MUTATIONS DELETERES A L’ORIGINE DES MALADIES GENETIQUES HEREDITAIRES 

MONOGENIQUES (DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE)

IV- APPROCHES THERAPEUTIQUES DES MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES (TRANSFERT DE GENE)

A- METHODES DE BASE

- Notions d’hybridation moléculaire (Tm, sondes, amorces nucléotidiques)

- Le Southern blot

- L’amplification génique par PCR (classique et en temps réel)

- Le séquençage enzymatique d’un ADN (Sanger & Coulson)

B- APPLICATIONS AU DIAGNOSTIC

-Le diagnostic génotypique

- détection SNP par séquençage

-Détection RFLP ou STR/VNTR par Southern blot ou PCR

-autres méthodes de diagnostic dérivées de la PCR (SSCP, DGGE, HRM, 

DHPLC, MLPA) et du séquençage (pyroséquençage et SMRT) ((UE optionnelle Maladies Héréditaires du Métabolisme)

A- LE CLONAGE MOLECULAIRE D’UN ADN D’INTERET SUR UN VECTEUR

- Extraction des acides nucléiques (ADN, ARNm, synthèse d’ADNc)

- Séparations électrophorétiques (classique ou PFGE) de l’ADN et visualisation

- Ligature de 2 ADN (dans une stratégie de clonage d’un ADN d’intérêt sur un vecteur)

- Vecteurs de clonage (plasmides, BAC, rétrovirus)

- Transformation bactérienne

- Sélection colorimétrique de bactéries contenant un vecteur recombinant (-complémentation)

- Banque d’ADN

B- APPLICATIONS THERAPEUTIQUES LIEES AU TRANSFERT DE GENE 

- Production de protéines thérapeutiques recombinantes

- par des bactéries en fermenteur (tag (His)6 ou GST)

- par des animaux ou végétaux transgéniques

- Thérapie génique (ADN médicament)

- les différentes stratégies (in vivo ou ex vivo)

- les vecteurs viraux

- les vecteurs non viraux

- Le clonage reproductif et thérapeutique

- Modifications du génome via approche CRISPR-Cas9

(C- AUTRES APPLICATIONS)

- Organisation génomique d’un gène dans un génome (par 

Southern blot)

-Détection d’un gène dans une banque (par Southern ou 

PCR)

- Tests génétiques grand public et médecine prédictive 

(séquençage)



Entre les années 1970 et 90 : 

- développement des techniques (Southern blot, séquençage via ddNTP, 

PCR) et outils (extraction ADN et séparation electrophorètique, Enzyme 

de restriction, vecteur, clonage moléculaire) de base de Biologie 

moléculaire permettant l’analyse et l’étude de l’ADN humain

- Manipulation principalement à l’échelle du gène

Depuis les années 90 :

-Évolution des techniques et outils de base (qPCR, HRM, pyroséquençage, 

clonage d’organismes, CRISPR-Cas, etc)

-manipulation à l’échelle du gène et du génome

Nombreuses applications médicales et pharmaceutiques 

(entre autres)

Méthodes d’ analyse du génome et d'identification 

des mutations/polymorphismes



POUVOIR RESOLUTIF DES 

DIFFERENTES METHODES 

D’EXPLORATION DES GENES 

ET DU GENOME

Techniques de base

de la Biologie 

Moléculaire

Tech.

BM2

Tech. BM1

 Taille des fragments d’ADN étudiés: jusqu’à 105 pb



1- PCR

Ciblage du gène 

par 2 amorces ADN

Simple brin

Séquence 

d’ADN 

d’intérêt du 

génome 

humain 

(connu)

2- séquençage

Ciblage du gène 

par 1 amorce ADN

simple brin

ATCGATCA…..

Séquençage= Détermination de 

l’agencement précis des bases 

A,C,G et T dans l’ADN d’intérêt

3- Southern blot

Ciblage du gène par une sonde
(ADN double brin ou simple brin)

Amplification du gène 

dans un génome sans 

fragmentation du génome 

(1)

Identification 

d’un gène 

dans 

le génome

(1, 2 et 3)

ET

CGGACTAA…..

TECHNIQUE DE BASE DE BIOLOGIE MOLECULAIRE I (Appliquées à 

l’identification, l’amplification et le séquençage d’un gène ou d’un génome)

O

U

= DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE



de faciliter l’analyse et l’identification des mutations/modifications de l’ADN 

et de l’expression des gènes 

 les applications sont nombreuses dans le domaine de la Santé en 

pathologie moléculaire (étude des cancers, diagnostic de maladies 

génétiques, médecine prédictive, etc…).

La découverte des techniques/outils de biologie moléculaire I 

(tels que la Taq ADN polymerase, amorces et sondes 

nucléotidiques, PCR, Southern blot, séquençage via ddNTP) et 

leur évolution ont permis (entre autre):



A/C

N/M

=>La superposition de 2 pics sur le profil diploïde d’un individu 

Indique un hétérozygote et la présence d'une mutation ponctuelle
(SNP)

Exemples d’analyse de profils de séquençage en vue d’identification de mutation: 

=>Superposition de nombreux pics 
indique une hétérozygotie et une 
mutation de type insertion ou délétion 
d’ADN.

Exemple de délétion (F508del) 

impliquée dans maladie 

génétique monogénique 

(mucoviscidose)



*Analyse de la variabilité de nombreux 

STR

(cas de recherche d'empreinte génétiques :

dérivent de l’analyse de 13 STR)

6 tailles de fragment PCR 

possibles (haplotypes)

Nombreux génotypes possibles (multi-allèlique)

sur ADN diploïde (ici seuls quelques uns montrés)

=> Exemple ci-dessus de 8 STR 

analysés dans une recherche de paternité 

(le père biologique serait le A) 

Exemple d'utilisation de PCR ou séquençage dans la 

détermination du nombre de répétition STR (multi-allèlisme)

* Analyse de la variabilité d'un seul STR

(cas de recherche du nombre de copie dans 

cas maladie génétique)

* Analyse de la variabilité d'un seul STR

(cas de recherche du nombre de copie dans 

cas maladie génétique)



=> Exemple d’utilisation du Southern Blot en vue d’analyser 

l’organisation génomique d’une séquence d'ADN dans un génome 



Mise en évidence (par coloration 

des chromosomes au BET) d’un 

polymorphisme chromosomique 
(chr5 diminue de taille alors que le 

chr11 augmente de taille) 

Mise en évidence (par hybridation) 

d’une translocation chromosomique 

d’un gène (hybridation en jaune) situé 

normalement sur le chr5 et qui se retrouve 

sur chr11)

=> Exemple d’utilisation d’une hybridation moléculaire (type Southern Blot 

sur chromosomes séparé par électrophorère) en vue d’analyser la 

translocation d’une séquence d'ADN dans un génome 



Analyse de la diversité 

des génomes au sein 

d’individus d’une même 

espèce par séquençage

Exemples 

d’Objectifs:

- mise au point de kits génétiques pour le grand public 

(« médecine » prédictive ou personnalisée)

- étudier la relation facteurs 

environnementaux, gènes 

et maladies

- identifier les mutations 

impliquées dans maladies 

(entre autre)



ADN

pUC

AmpR

Vecteur

Sélection 

Ligature

Transformation

1- Clonage d’un seul fragment d’ADN/gène 2- Clonage de n fragments d’ADN 

(banque d’ADN d’un génome) 

(2) Fragmentation du 

génome entier (n 

fragments d’ADN)
(1) Sélection d’un gène

d’intérêt (1 fragment 

d’ADN)

Cellule hôte

Clonage/Amplification 

d’un (ou n) 

gène(s)/fragment(s) 

d'ADN après 

fragmentation du 

génome

Sous-clonage
(changement de vecteur)

TECHNIQUE DE BIOLOGIE MOLECULAIRE II 
(Appliquées à l’extraction, la manipulation et le clonage moléculaire d’un gène ou d’un 

génome ; transfert de gènes ou transgénèse)

= TRANSFERT DE GENE



=> le développement du génie génétique : ensemble des techniques qui 

permettent d’isoler des gènes et de les étudier, puis de les modifier et de 

les transférer de leur organisme d’origine à un autre

=> les applications du transfert de gène(s) sont nombreuses dans le 

domaine de la Santé (production de médicaments par OGM simple ou 

complexes, clonage d’animaux, clonage thérapeutique, thérapie 

génique, modifications du génome, etc).

La découverte des techniques/outils de biologie moléculaire II (tels 

que vecteurs, enzymes de restriction, approches de clonage et 

transfert de gènes) et leur évolution ont permis (entre autre):



=> Utilisation du clonage moléculaire (transfert de fragments d’ADN sur 

un vecteur) en vue de déchiffrer des génomes entiers par séquençage 

*les fragments d'ADN séquencés constituent des banques d'ADN  de grands 
(vecteur de type BAC) ou petits (vecteur de type Plasmide) fragments





Transfert de gène appliqué à la production de protéines thérapeutiques

Dans des bactéries (OGM simple)
Dans des animaux et plantes 

transgéniques (OGM complexes)

Ex: insuline, hormone de 

croissance, vaccin hépatite B)



Transfert de gène appliqué à la production de protéines thérapeutiques 

(dans des bactéries = OGM simple)

(Affinité avec 

Glutathion)

tag (His)6

1- => l’ADN cible (ADNc) 

devra être cloné en phase 

(même cadre de lecture 

ouvert=orf) avec l’ATG d’une 

séquence nucléotidique 

présente sur le vecteur de 

clonage d’expression et

codant pour une étiquette=tag 

(tag GST (Glutathion S 

transferase) ou (His)6 par 

exemple) qui servira à purifier 

la protéine thérapeutique des 

protéines bactériennes.

2- => La protéine thérapeutique est 

une protéine de fusion qui sera 

exprimée dans la bactérie puis 

purifiée sur colonne d’affinité (via 

ligand de l’étiquette GST ou (His)6) 

couplé à billes)

tag GST
(23kDa)

(Affinité avec 

Ni2+)

3- => L’étiquette est coupée de 

la protéine de fusion avant 

d’utiliser la protéine 

thérapeutique chez l’Homme. 



• AtrynTM   

=> Antithrombine alpha (anticoagulant)

=> AMM en 2006 (par l’EMEA)

=> Protéine extraite du lait de chèvre 

=> Patients présentant une déficience de 

l’antithrombine

Transfert de gène appliqué à la production de protéines thérapeutiques 

(Ex: dans des animaux transgéniques = OGM complexe)



Transfert de gène en vue de combler une déficience protéique chez un 

patient atteint de maladie génétique grave (Thérapie génique)

OGM comme modèle d’étude des maladies 

génétiques humaines

Correction du déficit 

en Ornithine carbamyl 

Transférase (1988)

Exemple de la progeria ou syndrome de 

Hutchinson-Gilford

Causé par une mutation du gène Lmna (codant les 

lamines A et C)



Transfert de gène en vue de combler une déficience protéique chez un 

patient atteint de maladie génétique grave (Thérapie génique)

=> 1er succès de thérapie génique 

humaine: traitement de « bébé-

bulle » (déficience immunitaire) 

(Pr. Fischer et son équipe en 2000-

2001 en France)



Le clonage reproductif 

animal (autorisé)

Le clonage reproductif 

humain (interdit)

Transfert de gène via clonage reproductif et thérapeutique



Le clonage humain thérapeutique (autorisé)

=> 1ere méthode de transfet de gènes:

transfert  d’un génome entier de 

cellule différenciée dans un ovocyte

Énucléé. 

Production de cellules embryonnaires

Découverte d’une nouvelle approche

par transfert de quatre gènes dans 

des fibroblastes:

Avantage : pas de problème éthique 

lié à la manipulation de cellules embryonnaires

Objectif: Reprogrammer (par transfert 

de gènes) des cellules différenciées 

en cellules indifférenciées 

(pluripotentes) capables d’être ensuite 

différenciées en n’importe quel type

cellulaire (et donc tissus et organes)

Transfert de gène via clonage thérapeutique (en vue d’obtention 

d’organes)

Prix Nobel de 

Médecine 2012 

(S. Yamanaka)



2007: Des scientifiques argentins (Société 

Biosidus) ont  réalisé une première 

mondiale : la naissance coup sur coup de 

quatre veaux clonés transgéniques 

porteurs du gène de l'insuline humaine. 

Des veaux qui, arrivés à maturité, pourront 

produire dans quelques mois une quantité 

importante de la précieuse protéine 

(environ 6 kg/an), utilisée dans le 

traitement de certaines formes du diabète. 

La protéine, sécrétée dans le lait des 

mammifères, n'aura alors plus qu'à être 

extraite du précieux liquide par la technique 

de chromatographie. 

Des vaches productrices d'insuline 

humaine

L'un des quatre veaux transgéniques de race Jersey 

porteurs du gène de l'insuline humaine

Un procédé technique très complexe, qui nécessite à la 

fois la maîtrise des outils de la biologie moléculaire la plus 

pointue, mais également une connaissance agronomique 

et vétérinaire poussée, ainsi que les meilleures conditions 

d'élevage. Même avec tous ces atouts, Biosidus annonce 

un taux de réussite ne dépassant pas 1%, l'immense 

majorité des tentatives de clonage échouant en cours de 

route. Un programme coûteux, également, évalué à 

plusieurs millions de dollars.

Transfert de gène via clonage reproductif (en vue de production de 

médicaments)

« Avec seulement 25 vaches comme Patagonia, assure 

Carlos Melo, directeur de projet chez Biosidus, nous 

pourrons bientôt assurer la production d'insuline 

nécessaire pour traiter tous les diabétiques argentins, 

soit 150 kilogrammes de protéine par an ». Un 

marché évalué, à lui seul, à plus de 150 millions de 

dollars. 



La méthode CRISPR-Cas9 a été récemment 

nommée découverte capitale de l’année 2015 

par le magazine Science 
(http://www.sciencemag.org/news/2015/12/and-science-s-

breakthrough-year). 

A l’origine, il s’agit d’un système de 

défense bactérien (système immunitaire 

adaptatif: Fig1) mais qui est aujourd’hui un 

outil précis, simple, et universel car il peut 

potentiellement modifier n’importe quel 

gène de n’importe quelle cellule. 

Ce système, qui révolutionne la génétique, a 

été récemment détourné pour modifier le 

génome d’organismes vivants, plantes ou 

animaux. CRISPR-Cas9 permet de 

détecter une partie spécifique de l’ADN et 

de la détruire, en coupant la double hélice 

d’ADN en deux parties, pour y induire 

une mutation ou y insérer un gène, etc

Transfert d’ADN en vue de modification génétique du génome 

(édition) via approche CRISPR-Cas

https://anin

finityofhyp

otheses.w

ordpress.c

om/page/2/

sept2014

https://aninfinityofhypotheses.wordpress.com/page/2/


Transfert d’ADN en vue de modification génétique du génome 

(édition) via approche CRISPR-Cas

Un bref historique

La découverte est un exemple formidable de ‘détournement’ d’une découverte scientifique dans un domaine (microbiologie) au profit d’un autre

domaine (l’édition et la modification des génomes), avec des applications aujourd’hui presque illimitées.

Cette histoire commence donc en 1987 par une simple observation qui est restée longtemps confidentielle : la présence d’une région inhabituelle

de 5 répétitions partiellement palindromiques dans le génome d’E. Coli (IMMUNIZATION sur la Fig1) à l’extrémité du gène de l’isozyme

alkaline phosphatase.

Il faudra ensuite attendre 2002 pour que l’équipe de Léo Shouls aux Pays-Bas mette en évidence la présence de ces séquences dans la plupart des

génomes bactériens. Et c’est aussi en 2002 que l’acronyme CRISPR (pour ‘Clustured Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats’)

deviendra définitif.

A quoi pouvaient bien servir ces séquences répétées ? Les premiers éléments de réponse arrivent en 2005 et ce fut plutôt une surprise. Ces

séquences des génomes bactériens étaient identiques à des séquences des génomes de bactériophages ! (virus qui n’infectent que les bactéries).

Et de manière remarquable, les bactéries contenant ces séquences de phage étaient résistantes à ce même phage.

En d’autres termes, en intégrant des fragments d’ADN étranger au sein de son propre chromosome, la bactérie acquiert une résistance à ce

phage. Comment? Une partie de la réponse a été apportée en 2007 par une équipe française travaillant pour Danisco, une société de l’industrie

laitière qui cherchait à protéger la bactérie lactique Streptococcus thermophilus des attaques de bactériophages.

Pour simplifier, quand le phage réinfecte la bactérie : (1) il est reconnu, (2) la bactérie exprime sous forme d’ARN ces séquences répétées

CRISPR qui correspondent à des fragments du génome du phage, (3) ces crRNAs forment un complexe avec les protéines Cas (endonucléase) et

(4) s’apparient avec l’ADN de phage pour le détruire (= IMMUNITY sur la Fig1). Une sorte de système immunitaire qui utilise l’ADN étranger

et non pas le couple antigène/anticorps pour se défendre.

Tout explose en 2012 avec un article publié dans Science par les équipes de Jennifer Doudna (USA) et Emmanuelle Charpentier

(France). Ces 2 femmes ont donc été les premières à démontrer que ce système immunitaire bactérien pouvait être

reprogrammé à façon pour modifier n’importe quel gène de n’importe quel organisme.

https://aninfinityofhypotheses.wordpress.com/page/2/ (septembre 2014)

https://aninfinityofhypotheses.wordpress.com/page/2/


Transfert d’ADN en vue de modification génétique du génome 

(édition) via approche CRISPR-Cas

Derrière cet acronyme un peu barbare (CRISPR pour ‘Clustured Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats’)

se cache l’une des plus importantes révolutions technologiques que la biologie moléculaire a connu ces 40 dernières

années, au même titre que le clonage moléculaire ou la PCR.

Le principe : programmer une endonucléase bactérienne (protéine qui coupe l’ADN) appelée Cas9 (C.AS. pour

CRISPR Associated) avec des petits ARN non codants (qui agissent comme guide) pour permettre le clivage de

manière spécifique à l’endroit désiré du génome.

 Grâce à ce nouvel outil de génie génétique, cibler n’importe quel gène dans une

cellule pour le modifier devient presque un jeu d’enfant. Eteindre ou allumer

l’expression d’un gène, le modifier, le réparer, l’enlever; tout est aujourd’hui

possible!!!! https://aninfinityofhypotheses.wordpress.com/page/2/

J. Doudna (USA) E. Charpentier (F) 

http://ssaft.com/Blog/dotclear/public/Windows-Live-Writer/CRISPR-la-mutagense-qui-croustille_88D4/6.jpg


I- POLYMORPHISMES DU GENOME HUMAIN ET PATHOLOGIE MOLECULAIRE (MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES)

II- MECANISMES ET CONSEQUENCES DES MUTATIONS DELETERES A L’ORIGINE DES MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES

III- METHODES D’IDENTIFICATION DES MUTATIONS DELETERES A 

L’ORIGINE DES MALADIES GENETIQUES HEREDITAIRES MONOGENIQUES 

(DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE)

IV- APPROCHES THERAPEUTIQUES DES MALADIES HEREDITAIRES MONOGENIQUES (TRANSFERT DE GENE)

A- METHODES DE BASE

- Notions d’hybridation moléculaire (Tm, sondes, amorces nucléotidiques)

- Le Southern blot

- L’amplification génique par PCR (classique et en temps réel)

- Le séquençage enzymatique d’un ADN (Sanger & Coulson)

B- APPLICATIONS AU DIAGNOSTIC

-Le diagnostic génotypique

- détection SNP par séquençage

-Détection RFLP ou STR/VNTR par Southern blot ou PCR

-autres méthodes de diagnostic dérivées de la PCR (SSCP, DGGE, HRM, DHPLC, MLPA) et du 

Séquençage (pyroséquençage et SMRT) (UE optionnelle Maladies Héréditaires du Métabolisme)

(C- AUTRES APPLICATIONS)

- Organisation génomique d’un gène dans un génome (par Southern blot)

-Détection d’un gène dans une banque (par Southern ou PCR)

- Tests génétiques grand public et médecine prédictive (séquençage)


