
PRINCIPES DE 

GENIE GENETIQUE 
PRIMROSE«TWYMAN«OLD 

Traduction de la 6' edition anglaise par Lionel Domenjoud et Raymond Cun in 



Table des matieres 

Avant-propos k I'edition fran(;aise vii 
Le code g^n^tique et I'alphabet 
a une lettre des acides amines viii 

Conversion entre kilobases 
d 'ADN duplex et masse mol^ula i re vi i i 

Avant-propos ix 

1 La manipulation genetique : 
une technologie aux 
applications innombrables 1 

Introduction 1 

L'analyse de s^uences 1 

La biochimie i n v i v o 2 

De nouvelles approches en medecine 3 

La Biotechnologie: 
naissance d'une Industrie 4 

Le role central d'E. c o t i 5 

Apergu et mode d'emploi du reste du livre . 6 

2 Les techniques de base 8 

Introduction 8 

Les probl^mes fondamentaux 8 

Les solutions : les techniques de base 8 

L ' ^ l e c t r opho r^ en gel d'agarose 9 

Le transfer! d'acides nucleiques 
sur des membranes 11 

La transformation d'E. c o l i 17 

La reaction de polymerisation en chmne 
(PCR) 19 

3 Couper et joindre 
des molecules d 'ADN 26 

Couper des mo l^u l es d 'ADN 26 

Joindre des molecules d 'ADN 36 

4 Proprietes biologiques 
des plasmides et des phages 
utilises comme vecteurs 43 

La biologie des plasmides et les vecteurs 
plasmidiques simples 43 

La purification de I'ADN plasmidique 48 
Propr i e ty requises des plasmides u t i l i s e 

comme vecteurs de clonage 49 
Le bacteriophage k 53 
d o n a t e dans des vecteurs k A D N 

monocalenaire 60 

5 Cosmides, phasmides et 
autres vecteurs specialises 64 

Introduction 64 
Vecteurs pour le clonage de grands 

fragments d 'ADN 64 
Vecteurs specialises 70 
La combinaison des proprietes utiles : 

les vecteurs polyvalents 84 

6 Strategies de clonage 85 

Introduction 85 
Clonage d 'ADN genomique 86 
Le clonage d'ADNc 92 
Strategies de criblage 101 
Clonage par difference 114 

7 Sequen^age et mutagenese 120 

Introduction 120 
Les techniques de base du 

sequen(;age d 'ADN 120 
Sequen^age de genomes entiers 126 
L'analyse de donnees de sequence 126 
Changer les g^nes: 

la mutagenese dirigee 132 



vi Table des matieres 

8 Clonage dans des bacteries 
autres i ^ u * E s c h e r i c h i a c o l i 139 

Introduction 139 
Introduire I'ADN dans les cellules 

bacteriennes 139 
Clonage dans des bacteries 

Gram-negatives autres qu'fT. c o l i 144 
Clonage dans des bacteries 

Gram-positives 148 
La recombinaison homeologue 155 

9 Clonage dans S a c c h a r o m y c e s 
c e r e v i s i a e et dans d'autres 
champignons 156 

Introduction 156 
Le devenir de I'ADN introduit dans 

les champignons 156 
Vecteurs plasmidiques pour 

les champignons 158 
Vecteurs du type retrovinis 159 
Expression des genes clones 163 
Surexpression de proteines 

dans les champignons 165 
Vecteurs specialises 166 
Presentation k la surface cellulaire 

de la levure 168 
Identification des genes codant 

des activites cellulaires specifiques 171 
Determination des fonctions associ^es 

a des g^nes particuliers 171 

10 Transfert de genes dans 
les cellules animates 174 

Introduction 174 
Transformation par un A D N 174 
Le transfert de g^nes par transduction 

v-irale 187 
Resume des systemes d'expression 

dans les cellules animates 199 

11 Manipulation genetique 
des animaux 202 

Introduction 202 
Manipulation genetique des manuniferes.. 203 
Le transfert d 'ADN dans d'autres 

vertebres 215 
Le transfert d 'ADN 

chez les invertebres 218 

12 Le transfert de g^nes chez 
les plantes 221 

Introduction 221 

Transfomiation ^ I'aide d'Aflrro6ac(mwm .. 224 

Transfert direct d'ADN chez les plantes ... 237 

La transformation i n p l a n t a 239 

La transformation de chloroplastes 240 

Les virus de plantes en tant que vecteurs 241 

13 Les progres de la technologie 
de transgenese 247 

Introduction 247 

Systemes d'expression inductibles 247 

Applications de la recombinaison 
k specificite de site 253 

D'autres strategies transgeniques pour 
I'inhibition de genes 260 

La technologie transgenique appliquee 
k la genomique fonctionnelle 266 

14 Les applications de 
la technologie de T A D N 
recombinant 274 

Introduction 274 

Theme 1: les sequences d'acides 
nucleiques en tant qu'outil 
de diagnostic 274 

Theme 2 : de nouveaux medicaments 
et de nouvelles there^ies pour 
les maladies genetiques 283 

Theme 3 : la lutte contre les maladies 
infectieuses 293 

Theme 4 : le genie prot^ique 299 

Theme 5 : modifications du metabolisme 
par genie genetique 303 

Theme 6 :1'ameiioration des plantes 
au xxi«"s 311 

Epilogue : des genes aux genomes 319 

Complements 321 

Bibliographie 327 

Index 386 



PRINCIPES DE 

GENIE GENETIQUE 
•PRIMROSE»TWYMAN*OLD* 

Les auteurs d e cet o u v r a g e presentent tout d ' a b o r d les t e c h n i q u e s d e b a s e d e s 
manipulat ions d e I ' A D N dons lo bocter ie E s c h e r i c h i a c o l i . lis developpent ensuite le 
c l o n a g e dans des organismes d e plus en plus complexes tels que les levures et les 
eucaryotes superieurs, plantes et an imaux. Enfin, ils aborden i les appl icat ions liees 6 
I'utilisation des technologies de I 'ADN recombinant, presentant leur utilite et leurs limiles 
en ce debut d e xxr s iec le, sans faire I ' impasse sur les protocoles methodo log iques 
indispensables a la pratique. 

La comprehens ion de la matiere est grandement facil itee par un style sobre et ef f icace, 
d e meme que par la presence d e nombreuses illustrations telles que ; 

• des schemas didact iques, 
• des encarts theoriques et historiques, 
• des tableaux, 
• des exemples de resultats experimentaux. 

S 'odressant au fil des chapitres a un publ ic d e plus en plus experiments, les auteurs 
proposent un tres agreab le volume qui couvre la matiere du master et du doctorat, tout 
en etant access ib le des lo l icence. 

Cette premiere edit ion fran^aise est parfaitement d'actual i te puisqu'el le integre la totalite 
des mises 6 jour qui ont ete apportees 6 I'edition angla i se depuis so parut ion. 
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