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INTRODUCTION

Le XXIeme siecle sera le siecle d'une des révolutions qui bouleversa le plus durablement
I’humanité.

James Watson et Francis Crick découvraient en 1953 la structure de 'ADN?, 34 ans plus tard, au
décours de travaux de recherches fondamentales sur la bactérie Escherichia coli, un groupe de
chercheurs japonais faisait la découverte de ces « courtes répétitions en palindrome regroupées
etréguliérement espacées » qu'’ils ne tardérent pas a nommer « CRISPR »2. Les prémices d'une des
découvertes majeures de notre époque étaient nés. Vingt ans passerent, quand en 2012,
Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna, en s’inspirant de la réaction immunitaire
bactérienne déployée contre les infections virales, mirent au point cette biotechnologie qui fut
baptisée : CRISPR-Cas93.

Ce «ciseau moléculaire », comme certains auteurs aiment a l'appeler, s’Tavance comme une
solution de choix pour lutter contre le mal du siecle, le cancer. L’oncologie et la biologie qui la
définie, ces mutations qui conduisent a la dérégulation de la prolifération d’'une cellule sont, par
essence, candidates a étre les cibles de ce ciseau.

Ce travail abordera didactiquement d’abord les fondements sur lesquels se base ce concept:
I’ADN, le virus, la conception du brin de matériel génétique a intégrer, puis, le fonctionnement
méme de la méthode. Un état des lieux sera alors dressé, CRISPR-Cas9 en 2019, d’abord les points
d’optimisation de la méthode, ces cibles potentielles, et les essais cliniques en cours. Enfin, les
perspectives en oncologie ou seront redéfinis, les cibles du ciseau moléculaire potentielles, les
applications qui en découlent, et pour terminer, les essais cliniques associés.
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[. HIER

Chaque organisme vivant sur Terre doit a sa descendance ’hérédité du patrimoine génétique qui
lui transmet. Ce patrimoine génétique est principalement représenté par I'A.D.N., l'acide
désoxyribonucléique.

.1 ADN

[.1.1  De la découverte de 'ADN a son édition
1.1.1.1 Frederick Griffith découvre le phénoméne de transformation bactérienne

Suite a I'’épidémie de grippe mortelle qui survint en 1918, les gouvernements de nombreux pays
entreprennent des recherches afin de développer des vaccins contre ce fléau. En 1928, Frederick
Griffith rapporte, a la suite d’'une expérience qu'’il entreprend sur deux souches de pneumocoques
Diplococcus pneumoniae, 'identification du support de I'hérédité par le phénomeéne de la
transformation bactérienne “.

En effet, ce chercheur anglais décrit deux souches de pneumocoques, une premiére souche R -
pour « Rough » : rugueux, du fait de son aspect lors de sa mise en culture sur boite de Petri - et
une souche S - pour « Smooth » : d’aspect lisse. Cette derniéere doit son aspect a la synthese d’'une
capsule polysaccharidique qui la protege, et qui conduit a 1a mort des souris lorsqu’elles en sont
infectées. Alors que la souche R qui ne la synthétise pas ne présente pas de pathogéneésie
lorsqu’elle est injectée aux souris. La différenciation qui se fait entre ces deux souches vient d'une
mutation du géne codant pour I'enzyme a I'origine de la synthése de la capsule.

Griffith, dans son expérience injecte dans un premier temps des bactéries de souches S apres les
avoir tuées par la chaleur ; ces derniéres ne sont alors plus 1étales pour la souris. Lorsqu’il injecte
a la fois les bactéries S tuées avec les bactéries R vivantes, la souris meurt (Figure 1). Il en conclue
donc que les bactéries S ont transmis un caractére pathogéne aux bactéries R qu’elles ne
développaient pas avant. Ce phénomeéne fut nommeé « Principe de Transformation bactérienne ».

Le matériel génétique contenu dans des bactéries mortes peut-il transformer

des cellules bactériennes vivantes? Mélange des souches
bactériennes S mortes
Expérience * K.
- ’ Le chauffage tue les souches .
Souche bactérienne S Souche bactérienne R bac(énengnes S virulentes Souches bactériennes R
Virulente Non virulente non virulentes vivantes °
"y '-| oy 2
00 © ° 0° o0 © 5 *® %) 7 #00
- 99 b T @ = o‘ o-‘°¢§
05 @ °°°? 0 5 o) * °“°$
o %' L 0%0 * .., ¥

Résultats 1

Souris morte Souris vivante Souris vivante Souris morte
Résultats 2
Souches S vivantes Aucunes bactéries Aucunes bactéries Souches S vivantes
trouvées dans le coeur retrouvées dans le coeur retrouvées dans le coeur trouvées dans le coeur

CI) CI-)

Une substance chimique venant des cellules mortes peut transformer les cellules vivantes.

Figure 1 : Protocole de I'expérience de Griffith (1928)5
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De plus, il existe différentes souches de pneumocoques, type [, 11, et III différenciables au point de
vue phénotypique. En se basant sur ces différences fonctionnelles et morphologiques, 'expérience
se poursuit par l'injection d’'une souche R de type III avec une souche S de type Il inactivée qui
conduit a la mort de la souris. Lorsque I'on isole la souche virulente, on découvre que la souche
responsable est toujours la souche de type II. On en conclue donc que ce changement est stable et
définitif.

L’apport de cette expérience illustrant une action biologique, permet d’avancer 'idée qu'’il existe
dans les cellules un facteur transformant qui serait libéré a la suite d'un stress thermique,

susceptible d’étre intégré par d’autres cellules, leurs permettant d’acquérir de nouvelles
propriétés génétiques de maniere héréditaire.

1.1.1.2 L’ADN identifié comme le « Principe transformant »

Quel est le matériel qui transforme les cellules? Est-ce les protéines, I'ARN ou I'ADN?

Expérience ([,
= Le chauffage tue les
souches
bactériennes virulentes S
Souche
bactérienne
S virulente

Liquide extrait des souches
bactériennes S virulentes mortes

l Traitement enzymatique |

l v l
Protéases RNAse DNAse

=, (Détruit les +—, (Détruit -, (Détruit

? protéines) 1+ | IARN) 57 raon)

A

q
{
(|

Extrait combiné traité avec
des souches bactériennes
non virulentes R

R 0% oo’ % % %\
e 0% "0 o o® o
G) { CE3 \ { o \
0 ——_4 \ —o—@ *J) \ —og—2Y
Traité Traité Traité

Résultats par protéases par RNAse par DNAse

{ { r
- — -

La transformation s'est produite
dans les flasques ol les protéases
et les RNAse ont travaillé.

gcggo e%fg% - c:.°

°
~ °
oo o ) / X 8 ° g \ { o ° °
S | —eo@ve —Sg—04
AS - <l B, par J & )
B &
La transformation a eut lieu : La transformation n'a pas eut lieu :
Apparition de nouvelles cellules S Aucun changement,
avec des cellules R Uniquement des cellules R

[T L'ADN est la molécule responsable de la transformation.

Figure 2 : Quelle est la nature du facteur transformant des cellules ? ADN, ARN, protéines 5
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En 1944, Oswald Avery réussit a caractériser le phénomene biologique responsable de ce facteur
transformant que Griffith avait mis en évidence ; il caractérise pour la premiére fois de I'histoire
I’ADN, l'acide désoxyribonucléiquet. En effet, il observe que le simple fait d’extraire 'ADN d’une
souche S et de la transférer a une souche R permet de la rendre virulente. Le processus qui opére
alors a I'intérieur de la cellule, est I'intégration de fragment d’ADN (fragmenté notamment par la
cytolyse provoquée par le stress thermique) de la souche S préalablement tuée qui concoure a la
transformation des bactéries R. En effet, les fragments d’ADN ont cette capacité de s’intégrer
spécifiquement par homologie de séquence dans les chromosomes au niveau des mémes régions.
Avery et son équipe étayent par la suite leur théorie en écartant I'éventualité que le facteur
transformant puisse étre une protéine ou de 'ARN ; réalisant séquentiellement I'expérience avec
une DNAse, une RNAse, et une protéase, seule la DNAse conduit a une non-virulence de la souche,
ce qui a donc confirmé que le facteur transformant n’était pas de nature protéique ou a base
d’ARN, mais d’ADN (Figure 2).

1.1.1.3 Hershey et Chase, la protéine n’est pas le support de I’'hérédité

Le Groupe du Phage, groupe informel de recherche en biologie moléculaire regroupé autour de
Max Delbriick et de nombreux scientifiques dont Alfred Hershey, travailla au milieu du XXéme siecle
sur la compréhension de la génétique bactérienne. Ils montrent, en 1944, 'apparition de
mutations chez plusieurs souches bactériennes notamment par la lyse de région d’ADN suite a
I'infection par des phages 7. L'intérét de I'’étude basée sur les effets de I'infection par un phage
s’appuie sur la rapidité de réplication de ce virus qui provoque, en seulement un cycle réplicatif,
I'éclatement de sa cellule hote. Au microscope électronique, la structure des phages se révele par
une téte icosaédrique, un corps cylindrique et des prolongements simples qui permettent

- y - 1 Le génome des
1 ‘; g bactériophages
Y JONP|  est composé d’ADN
f )
5

2% A

I'attachement sur la bactérie (Figure 3).

.
Toutes les autres parties
des bactériophages sont
des protéines.

Figure 3 : Structure d'un phage®

C’est Hershey qui parvient alors a reconnaitre les phénomenes de recombinaison qui surviennent
chez les phages en expérimentant l'infection d’'une méme bactérie par deux phages différents
portant chacun une mutation distincte. Les résultats qui en découlent le conduisent a deux
éventualités, avec I'apparition de phages recombinants qui portent, soit les deux mutations, soit
aucune d’entre elles 7 (Figure 4).
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Phage — )
1)
\g &

E. colf —~—_ o ———~——1 Le phage se fixe sur E.coli et injecte
,r/./’ ﬁ!\ ses chromosomes

Chromosome du phage

a—

Chromosome bactérien H

< N\
\Z Les chromosomes bactériens sont décomposés
= _— par les phages qui répliquent leurs propres

. » -
\ \ ) s & _—T | chromosomes.
- \ e S

*Hﬁ o
b 3

L'expression des génes du phage permettent la
\ ) P production des composants structurels du phage,
" . lesquels dominent la machinerie cellulaire de la

\, f bactérie.

S — Lyse de la paroi bactérienne, relargage des
. | phages nouvellement formés.

Figure 4 : Un phage infectant Escherichia coli®

Afin d’étayer cette découverte, les études du scientifique le poussent a étudier, avec Martha Chase,
le role des constituants d'un phage, en particulier le bactériophage T2 - qui est un virus infectant
spécifiquement la bactérie E. coli - dans la transmission de I'information génétique. Pour cela,
I'emploi d’isotopes radioactifs que sont le phosphore radioactif 32P (qui entre dans la composition
de I'ADN), et le soufre radioactif 35S (qui compose les protéines de la capside bactérienne)
permettent un marquage spécifique de ces composants et mesurable lors des réactions
conduisant a I'infection d’'une bactérie par ce virus.

A la suite de I'infection, il est possible de séparer par une méthode de centrifugation sur gradient
différentiel, d'une part les bactéries infectées par les phages, de ces derniers. Mais également les
particules phagiques des bactéries a 'aide d’'une simple centrifugation. Apres sédimentation, les
cellules infectées se retrouvent dans le fond du tube ot I'on mesure la plus grande intensité des
radio-isotopes du phosphore, et qui, lorsqu’on remet en culture, ces cellules sont retrouvées dans
les virions de phages et donc ont permis la réplication virale.

A contrario, le surnageant qui contient les débris de phages infectants est lui, plus marqué par les
radio-isotopes du soufre ; ces débris protéiques donc, quant a eux ne pouvant pas conduire a la
transmission et a la réplication des phages. Pour autant, ils n’en déduisirent pas que ’ADN était le
matériel biologique support de 'hérédité mais qu’il avait une fonction dans la réplication ; tandis
que les protéines qui forment la capside protégeant le phage n’avaient qu'une fonction protectrice
et un réle dans le pouvoir infectant du virus notamment par la médiation de 'attachement aux
bactériess.
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1.1.1.4 L’ADN comme support de I’hérédité

L’ADN tarde a étre reconnu comme le support de I'hérédité, au départ le concept le plus largement
répandu désigne la structure de 'ADN comme une molécule simple, réguliere et monotone. C’est
notamment Phoebus Levene qui décrit I'’enchainement répétitif de quatre bases azotées et la
présence de désoxyribose dans sa structure (Figure 5) °.

Guanine |.|/ Cytosine Adénine Thymine
NH,
~ SN
‘o | ¢
0-P-0 N" o
1l Q (e}
o} k j
NH
0 ¢\ GN/>"NH7
1
L) - w2 N
2 ﬁ v (o] H,N
O \
N =
o /A A/)
¢ ] N =N
e N
o ¢ 9
3C
(v NH
oM N
0-P-0— N "0
1l (o]
o
OH

Figure 5 : Bases azotées de I’ADN10

Par la suite, dans les années 50, Erwin Chargaff, grace aux avancées de la chromatographie sur
papier, entame des travaux sur les bases azotées de I’ADN!L Il découvre alors un rapport
d’appariement entre deux paires de base qu’il ne tarde a associer : 'adénine / la thymine, et la
cytosine / la guanine que 'on écrit A/T et C/G. Il montre ainsi que le rapport:

- Purine / Pyrimidine = (A+G)/(C+T)=1 et A/T=1, G/C=1 quelle que soit I'espece
- (A+T)/(C+G) est variable selon les espéces, mais constant pour tous les membres d’'une
espece donnée, il caractérise ainsi I'espéce (Tableau 1).

Par exemple :

Origine de 'ADN A G C T AT | G/C |(A+T)/(C+G)
Thymus de bovin 282 | 21,5 | 21,2 | 278 | 1,01 | 0,96 1,3
Rate bovine 279 | 227 | 208 | 273 | 1,02 | 1,02 1,25
Sperme bovin 28,7 | 222 | 20,7 | 272 | 1,05| 1,01 1,26

Tableau 1 : Exemples du rapport des bases azotées par especes??

Il en déduit que I'’ADN est une molécule polymérique, qui n’est plus monotone comme I’avangait
Levene, mais qui occupe une place centrale dans les mécanismes héréditaires et est capable de
contenir de I'information?3. Il publie par la suite que le rapport entre ces bases azotées est
identique quelles que soient les espéeces qu'il étudie, cette nouvelle observation sera le fondement
sur lequel se basera Watson et Crick dans I’élaboration du modéle de la structure de 'ADN14.
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1.1.1.5 L’élaboration du modéle de la structure de '’ADN

En 1951, Rosalind Franklin apres, avoir réalisé un bombardement de rayons X sur un échantillon
concentré d’ADN extrait du thymus de veau observe une structure organisée de ’ADN. A la suite
de cette expérience, de nouveaux clichés sont pris afin d’étudier la diffraction des rayons, qui plus
tard, conduira Watson et Crick a proposer le modéle de double hélice d’ADN (Figure 6).

Figure 6 : Cliché en croix obtenu a partir d'un bombardement de rayon X sur un amas d’ADN ?

C’est en 1953 que Watson et Crick découvrent la structure en double hélice de 'ADNL!. Leurs
connaissances sur cette molécule commencent a s’étayer :

- I'ADN est composé de désoxyribose, de base azotées et de groupements phosphate

- les bases azotées ont des rapports identiques : A/T C/G suite aux travaux de Chargaff

- avec les progres de la microscopie électronique, le diameétre de la molécule d’ADN est de
204, ce qui laissait suggérer que la molécule comportait deux chaines de désoxyribose-
phosphate.

C’est en se basant sur ces acquis, couplés aux données biochimiques et cristallographiques, qu’ils
concluent a une hélice double brins dont les groupements phosphates et désoxyribose sont
opposés. Sur les sucres, sont fixées les bases azotées s’opposant symétriquement grace aux
liaisons hydrogeéne qui les maintiennent en vis-a-vis et bloquent la structure en double hélice
dextre anti-parallele. A chaque thymine s’oppose une adénine, et a chaque cytosine une guanine ;
elles se lient entre elles réciproquement par 2 et 3 liaisons hydrogene (Figure 7). Les deux brins
sont alors qualifiés de complémentaires. En 1962, Crick, Watson et Wilkins regurent le prix Nobel
pour cette avancée majeure du XXeme siecle.

Sucre Paires de Sucre
Phosphate bases Phosphate

bases

@® Phosphate
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Figure 7 : Structure en double hélice de ’ADN?5
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Lorsque l'on s’'intéresse a la sémantique du code génétique, la structure du support de I’hérédité
offre une multitude de séquences possibles, 4n possibilités pour n bases. En se basant sur cette
possibilité, et en recoupant ceci avec la connaissance du code génétique, I'enchainement des
nucléotides détermine celui des acides aminés lui-méme déterminant la structure de la protéine
codée ; tout cela a la suite de deux phénomenes cellulaires majeurs, la transcription, puis la
traduction. A partir de la structure a une dimension qu’'est 'ADN, ce processus conduit a la
synthése de structure a 3 dimensions - régies par les lois de la thermodynamique - les protéines,
dont la forme détermine la fonction1é (Figure 8).

Transcription \ Traduction

EEm J

)

ADN ARN Protéine

Figure 8 : Schéma de la synthése d’'une protéine a partir d'un brin d’ADN?7

En 1940, I'équipe du Phage, derriere Delbriick et Pauling, avait avancé l'idée d’'une propriété
d’auto-réplication de ’ADN, effectuée par une structure intermédiaire, qui réaliserait un négatif
dont le moule produirait une structure identique a son image8. Cette théorie est révisée par
Watson et Crick qui mentionnent dans leur publicationl¢ la possibilité d'un mécanisme de
réplication du matériel génétique basé sur la conservation de I'enchainement des bases azotées.
Cet appariement complémentaire des bases azotées de ’ADN soutient I'idée que I’ADN pourrait
étre a la fois matrice et participant pour la constitution de deux nouvelles molécules d’ADN suite
a la séparation du double brin formant I'hélice. Chaque brin devenant alors matrice pour la
synthese du brin complémentaire. Ainsi, ce processus de réplication aboutit a la formation de deux
nouvelles molécules d’ADN identiques entre elles, et identiques a la molécule initiale selon un
modele semi conservatif (Figure 9).

G ¢ G C G c
G ¢ G C G c
T A T A T A
AT AT AT
c G cC 6 C G
c 6 C G c G
G ¢ G ¢ G c
AT AT A T
1 - Molécule 2 - Duplication selon le modele 3 - Formation de 2 molécules
initiale semi-conservatif d’ADN conforme a la molécule

d’ADN de départ

Les 4 nucléotides :

G
Brininiial NI S, Thymne  \§° Guanine
Nouveau

C
Brin :": A% Adénine & Cytosine

Figure 9 : Schéma du processus de réplication de 'ADN??
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11.1.6 L’élucidation du Code Génétique

En 1960, Marshall Nirenberg et Heinrich Mathaei découvrent, a la suite d’'une étude sur
Escherichia coli dans laquelle ils incorporaient de la Valine marquée au carbone 14 (14C) dans une
protéine a production rapide, que la syntheése de la protéine était alors énergie dépendant
stimulée par I'ajout d’'un mélange d’amino acide (énantiomeére L), mais fortement inhibée par la
présence de RNAse, de puromycine (antibiotique nucléosidique) et de chloramphénicol20. Ce
modele permit de montrer que ce systéme de synthese d’une protéine était requérant d’un brin
d’ARN comme modele, d’amino acide a incorporer, et de ribosomes. Aussi, ils découvrirent que ce
systéme pouvait étre déclenché aussi bien par un brin d’ARN synthétisé de novo que par un brin
naturel. C’est ainsi qu’a partir de polynucléotides synthétiques (ARN) qui contenaient donc le code
génétique nécessaire a la synthése d’'une protéine, ils purent déterminer a quelle séquence était
associé un acide aminé. A la suite de cette découverte, I'enchainement de 3 bases d’ARN, c’est-a-
dire de trois nucléosides (base azotée - sucre, et non nucléotides qui correspond a I’enchainement
base azotée - sucre - groupement phosphate) appelé codon, correspondait un acide aminé. Dans
les cellules eucaryotes, la machinerie cellulaire responsable de la synthése des protéines utilise
21 acides aminés dont 8 essentiels (non synthétisables par 'Homme) ; chacun d’entre eux est codé
par un codon, mais plusieurs codons différents sont associés a un méme acide aminé, c’est
pourquoi le code génétique est dit dégénéré (Tableau 2). De plus, il existe 3 codons stop qui,
lorsqu’ils sont reconnu par le ribosome, entrainent I'arrét de la lecture du brin d’ARN, et donc
I'arrét de la synthese de la protéine2l.

le code génétique

Deuxiéme lettre ik
U @ ‘ A ‘ G

UUU Phe|UCU Ser|UAU Tyr |UGU Cys
UUC Phe|UCC Ser|UAC Tyr |UGC Cys
U UUA Leu|UCA Ser|UAA Stop| UGA Stop
UUG Leu UCG Ser|UAG Stop| UGG Trp

O>rnNc

CUU Leu | CCU Pro|/ CAU His |CGU Arg
CUC Leu | CCC Pro|CAC His | CGC Arg
C CUA Leu|CCA Pro|/CAA Gln | CGA Arg
CUG Leu |CCG Pro|/ CAG GIn | CGG Arg

OrnNc

AUU Ile| ACU Thr | AAU Asn | AGU Ser
AUC TIle|ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser
A AUA TIle|ACA Thr | AAA Lys | AGA Arg
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys | AGG Arg

aornNnc

Premiére lettre (coté 5')
(,€ 2102) 21119 WISIOL|

GUU val | GCu Ala| GAU Asp | GGU Gly
GUC val | GCC Ala| GAC Asp | GGC Gly
G GuA val|GCA Ala|GAA Glu | GGA Gly
GUG Vval|GCG Ala|GAG Glu | GGG Gly

codon d'initiation codon de terminaison

aornNnc

Tableau 2 : Code génétique?2

I.1.2 L’édition du génome

Avec I'expansion de la connaissance sur le génome et les lois empiriques qui le déterminent, de
nouvelles perspectives se profilent. Sans connaitre I'intégrité du sens du génome, un certain
nombre de chercheurs emprunterent ce chemin de traverse qu’est I’édition du génome.

[.1.2.1 Une construction empirique
[.1.2.1.1 Historique

[.1.2.1.1.1 Transgénese

A la suite des travaux de Marshall Nirenberg qui démontrait 'universalité de la molécule d’ADN,
ce dernier se basant sur ce principe établi qu'un gene d’'une espece codant pour un phénotype
pouvait étre intégré dans le génome d’'une autre espece et exprimer ce méme phénotype. A
I'époque cette projection semblait irréelle, mais laissait entrevoir d'immenses possibilités telle

une boite de Pandore dans le monde de la génétique. En 1965, la découverte des enzymes de
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restriction, qui clivent sélectivement des brins d’ADN aux niveaux de sites spécifiques permettent
aux chercheurs de cartographier le génome, mais également leurs donne la possibilité de
développer le génie génétique a la base de la transgénése en créant des ADN recombinants.

La transgénese nait donc dans les années 1970, et marque la création des premiers organismes
génétiquement modifiés : les OGM. En 1973, la premiére transgénese est réalisée par I'équipe de
Stanley Norman Cohen et de Paul Berg, elle consiste alors a un transfert d'un gene d’amphibien
africain dans ’ADN d’une bactérie Escherichia coliz3 afin de montrer I'acquisition d’'une résistance
a deux antibiotiques que sont la tétracycline et la kanamycine.

Par la suite, les travaux se multipliant, en 1978 le géne codant pour l'insuline humaine est
introduit dans le génome de cette bactérie qu’est Escherichia coli GM (Génétiquement Modifiée)
qui se met alors a produire de I'insuline humaine. Aujourd’hui encore, cette insuline est utilisée
dans le traitement du diabéte 24.

[.1.2.1.1.2 Edition de I’ARN

A la suite de la transgéneése, les chercheurs ont découvert en 1986 au niveau de I’expression du
génome mitochondrial de Trypanosoma brucei que les cellules elles-mémes étaient capables de
modifier ’ARN (RNA editing) par un processus de correction afin de lutter contre des altérations
de types insertions / délétions (InDel) post-traductionnelles de bases ou des modifications de
bases par désamination de telle sorte que la séquence d’ARNm ne corresponde plus a la séquence
génomique d’ADN codant 25. La séquence des bases azotées conduisant a un changement de codon,
donc soit a un codon d’initiation ou de terminaison de la traduction (changeant alors le cadre de
lecture), soit a un changement d’acide aminé (Figure 10). Ainsi, comme cela a été établi, la
transmission linéaire de l'information conduit directement a la syntheése des protéines. Cette
édition de ’ARN a finalement été mise en évidence dans de nombreux organismes eucaryotes dont

I'homme mais également chez certains virus comme celui de la rougeole, de I'hépatite § et du virus
Ebola.

- ATP
ATP

AMP-CPP
AMP-PNP
AMP-PCP

T. b. extract chimera

T. b. extract ligase

T4 RNA ligase

- ATP
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AMP-CPP
AMP-PNP
AMP-PCP

+ |+ |+ |+ |+
1

+ [+ |+ |+ [+
1

T. b. U-deletion activity

L. t. U-insertion activity | —

T. b. chimera activity -

T. b. RNA ligase activity -

T4 RNA ligase activity -

Figure 10 : Utilisation d’analogue de 'ATP pour la mise en évidence d’activités d’editing-like2s
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[.1.2.1.1.3 Edition de ’ADN

Ces mémes mécanismes ont également été découverts dans I’ADN notamment chez 'homme ou
une famille d’enzymes qu’est ’APOBEC3 peut éditer le génome par désamination aussi bien sur
I’ADN que sur I’ARNZ26. Ces enzymes ont donc des propriétés mutagénes mais elles sont finement
régulées par l'organisme afin de produire un mécanisme de défense cellulaire contre l'insertion
irrégulée de génes exogeénes dans le génome. Ces enzymes sont également appuyées dans leur
fonctionnement par des protéines qui permettent de cibler spécifiquement la position ou la
protéine devra agir sur ’ADN, ceci formant alors I'éditosome?7.

[.1.2.1.2 Principe et enjeux

L’édition du génome consiste en I'insertion, la délétion ou le remplacement d’'un ou plusieurs brins
d’ADN a l'aide de techniques de génie génétique. Pour cela, sont utilisées des protéines
particuliéres capables de cliver le génome que sont les nucléases également appelées enzymes de
restriction ou ciseaux moléculaires. L’enjeu de ces outils est de cliver spécifiquement un endroit
du double brin d’ADN afin de permettre un mécanisme de réparation de la cellule mais également
larecombinaison avec d’autres brins. Des mécanismes au sein méme de la cellule permettent donc
I'autoréparation de la molécule d’ADN, mais également la possibilité d'une réorganisation des
génes du brin.

Les deux mécanismes alors engagés sont donc: la recombinaison homologue, ou les séquences
d’ADN sont échangées entre molécule d’ADN identiques, et un mécanisme non-conservatif qu’est
la jonction d’extrémités non homologues (NHE]) qui conduit a la création de nouvelles séquences
différentes de la séquence initiale, ce mécanisme par son mode de fonctionnement est donc sujet
a créer des mutations 28,

1.1.2.2 Les précédentes technologies d’édition du génome

Basés sur cette théorie, quatre groupes de nucléases ont été développés afin de modifier le
génome : les méganucléases, les nucléases de type activateur de transcription (TALEN), les
nucléases a doigts de zinc, et les CRISPR-Cas 9.

1.1.2.2.1 Méganucléases

Certains archaea, bactéries, phages, champignons unicellulaires, levures et algues produisent des
enzymes cytotoxiques également appelés endodésoxyribonucléases qui vont avoir la capacité de
reconnaitre des séquences d’ADN double-brin de grande taille (12 a 40 paires de bases) qui sont
donc trés souvent uniques dans le génome, ce qui rend donc I'action de ces enzymes spécifiques.

Il existe principalement deux familles d’endonucléases de homing?% les endonucléases
introniques et les intéines. Ces endonucléases ont donc cette fonction de ciseaux moléculaires de
I’ADN, ils sont capables de remplacer, supprimer ou modifier une séquence de facon spécifique,
mais afin de modifier la séquence ciblée par cette enzyme il est possible de modifier le site de
reconnaissance par génie génétique.

Ces ciseaux moléculaires sont codés par des introns ou des intéines (portion non codante d’'un
géne) qui sont mobiles dans le génome mais sont intégratifs a des endroits précis du génome qui
permet de casser 'allele complémentaire (qui ne contient pas cette partie mobile) a I'aide de la
méganucléase exprimée (Figure 11). Pour certains introns et les intéines, la cassure induite
permet la duplication de la partie mobile grace a un mécanisme de recombinaison homologue de
I’ADN double brin. Ceci permet donc I'intégration éventuelle d’'une séquence déterminée.
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Figure 11 : Mécanisme de fonctionnement des méganucléases de homing?®

1.1.2.2.2 Protéine TALEN

Les Transcription Activator Like Effector Nucleases, c’est a dire des nucléases effectrices de type
activateur de transcription ont été décrit a partir de 2009 comme des enzymes de restrictions
artificielles produites par la fusion d’'un domaine de liaison a I’ADN aussi appelé TALE
(Transcription Activator Like Effector) avec un domaine capable de cliver la molécule d’ADNS30.
Ces nucléases reprogrammeées se basent sur 'endonucléase Fok1 afin de produire des enzymes
hybrides capables d’augmenter I'efficacité et la spécificité du clivage du double brin d’ADN. Le
TALE qui représente donc le domaine de liaison a ’'ADN est constitué de 33 ou 34 acides aminés
(AA) identiques exception faite du 12éme et du 13®me qui sont variables et spécifiques dans le
mécanisme de reconnaissance d’un nucléotide3!. Ils sont donc par leurs enchainements a I'origine
de la création des domaines spécifiques de liaison a 'ADN. La synthése de cette protéine
particuliére résulte de 'assemblage des oligonucléotides réalisé apres deux étapes de PCR suivies
d’'une amplification de tout le géne. Une fois I'assemblage des génes codant pour le TALEN
effectué, ils sont insérés dans une structure mobile capable de transférer du matériel génétique a
une cellule qu’est un plasmide. Une fois dans cette derniere, 'ADN sera traduit et les TALEN seront
donc capables de réaliser une cassure double brin de I’ADN. Suivant cette action, la cellule va
entreprendre des mécanismes de réparation notamment par jonction d’extrémités non-
homologues (NHE]), c’est a dire par reconnexion des deux extrémités provoquée par la cassure
lorsqu’aucune séquence complémentaire n’est disponible pour la synthése de la réparation. Ce
type de mécanisme est donc le siege de potentielles mutations liées a une insertion ou une
délétion, ce qui implique donc la nécessité d'une réflexion lors de la création du TALEN et la
vérification par PCR, suite a la formation d’'un hétéroduplex, des potentielles différences entre
deux alléles.
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Figure 12 : Schéma représentant le mécanisme de reconnaissance employé par les TALEN32

Basé sur ce principe, les TALEN peuvent permettre de réaliser I'insertion d’'un génome étranger
dans une cellule héte a partir de I'introduction d’ADN étranger au niveau du site de la cassure qui
sera utilisé comme modeéle par les mécanismes de réparations intrinseéques. Aujourd’hui cette
technique a permit de générer des iPS (induced Pluripotent Stemcell) et de modifier des cellules
souches embryonnaires humaines (Figure 12) 32.

Néanmoins, cette technique a quelques limites notamment liées au fait d'un manque de spécificité
au niveau des sites de reconnaissance ce qui entraine des clivages non voulus pouvant également
conduire a la mort de la cellule si ces derniers entrainent des réarrangements chromosomiques
majeurs.

1.1.2.2.3 Zinc Finger nuclease

Les Zinc Finger Nuclease ou ZFN sont des protéines constituées d'un domaine de liaison en doigt
de zinc et d'un domaine de clivage de '’ADN notamment via 'endoprotéase Fok I comme chez les
TALEN. Il est possible de concevoir le domaine de reconnaissance du doigt de zinc afin qu’elle ne
reconnaisse qu'une seule séquence dans le génome. Chaque doigt de zinc a la capacité de
reconnaitre trois paires de bases, on utilise donc généralement trois ZFN afin d’augmenter la
spécificité du domaine de reconnaissance. De plus, afin que la coupure de ’'ADN soit double brin,
il est nécessaire qu’'une paire de ZFN se dimérise au niveau du domaine de clivage par leurs
extrémités C-terminales. Les séquences de liaisons entre le domaine en doigt de zinc et le domaine
de clivage nécessite un espacement des extrémités 5’ de chaque domaine de liaison de 5 a 7 paires
de bases 33,

Par la suite, cette technique exploite le mécanisme de réparation endogéne de I’ADN ce qui peut
donc conduire a différentes possibilités tel que la délétion d’'un gene, I'intégration d’'un géne mais
également des réparations par jonctions d’extrémités homologues ou non homologues (NHE]).
Mais a la suite de ce clivage double brin, il est possible d’insérer a l'intérieur de la cellule un brin
d’ADN exogéne qui servira de modeéle pour l'intégration et la synthése d’'un bras complémentaire
a la place du brin clivé (Figure 13).
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Figure 13 : Schéma des possibilités d’édition du génome médié par une ZFN34

Les ZFN bien qu’étant tres utiles pour réaliser de la thérapie génique, conservent de multiples
défaut et notamment une grande sensibilité a 'environnement génomique dans lequel elles
interagissent (sensibilité allostérique de Fok I notamment), mais également une difficulté au
niveau de la spécificité et de la tolérance cellulaire.

[.1.3 La protéine Cas9

Cas 9 pour CRISPR associated protein 9, est une endonucléase d’ADN par un ARN guide (ou gRNA
ou sgRNA) qui est capable de cliver chaque brin de la double hélice d’ADN grace a deux sites de
clivage. Cette protéine a été découverte dans 'immunité adaptative de type Il de Streptococcus
pyogenes3,

1.1.3.1 Fonction pour la bactérie

Ce streptocoque utilise la protéine Cas9 afin de lutter contre les infections virales et notamment
en détectant et en supprimant ’ADN étranger qui se serait intégré dans le génome bactérien
notamment dans le cas des bactériophages. Pour ce faire, les bactéries possedent dans leur
génome de courtes séquences d’ADN répétés régulierement (CRISPR) ; elles ont pour fonction de
conserver en mémoire une infection par un virus afin de prévenir une infection ultérieure. Dans
ce cadre, a la suite d'une infection par un virus, des séquences d’ADN de ce dernier sont insérées
dans les CRISPR3s.

1.1.3.2 Meécanisme d’action

Lorsqu’une nouvelle infection du virus survient, ’ADN au sein des CRISPR est transcrit en ARN et
associé a la protéine Cas9. Cet ARN ou gRNA (ARN Guide) contient une « séquence échafaudage »
(scaffold sequence) nécessaire a I'endonucléase pour se fixer alors sur I'’ADN du virus par
complémentarité de séquence (spacer d’environs 20 nucléotides), la protéase inactive alors le
virus en le clivant. La fixation de Cas9 est déterminée par deux éléments, d’abord la
complémentarité entre le gRNA et I'’ADN, mais également par la présence d’'un Protospacer
Adjacent Motif (PAM) immédiatement adjacent a ce dernier (Figure 14).

A la suite de cet événement, plusieurs possibilités se révelent, soit aucune séquence de jonction
modele n’est présente, le processus de réparation cellulaire insere ou enléeve quelques nucléotides
au niveau de chaque extrémité de ’ADN afin de permettre la jonction des brins, mais ceci est alors
le siége de mutation qui entraine, soit I'inactivation du géne, soit sa réparation mais permet la
suppression du génome viral ; soit une séquence d’ADN permet via le processus de réparation
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d’étre intégré et corrige alors la séquence qui a été clivée. Ce dernier mode sera détaillé par la

suite et est a la base méme de cet outil de génie génétique qu’est CRISPR-Cas9.
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Figure 14 : Mécanisme d’action de Cas937

Lexique :

gRNA : ARN guide
Scaffold : Echafaudage
Spacer : Espaceur

Complex formation : Formation du
complexe

Target : Cible

PAM : Protospacer Adjacent Motif : Motif

adjacent Protospacer

Target cleavage (DSB) : Cible du clivage

(double brin)

NHE] : Non Homologue End Junction :

Jonction non homologue des bouts
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1.2 Virus

1.2.1 Biologie virale générale

1.2.1.1 Définition d’un virus

Un virus se définit comme étant un agent infectieux nécessitant un hote dont il utilise les
ressources et le métabolisme pour se répliquer. L’hote le plus commun est la cellule. La nature
vivante ou non des virus n’a pas encore été clairement définie, seulement, par son mode de
développement, on note son incapacité a se suffire a lui-méme dans sa biologie. Les virus sont
généralement assimilés aux acaryotes 38.
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Figure 15 : Classification des virus infectants les animaux 37

Lorsque ce dernier n’est pas dans un corps qu’il infecte comme une cellule, il peut se présenter
sous deux formes extra-cellulaires : soit comme un virion, lorsqu’il posséde une capside, soit un
viroide, forme plus rare lorsqu’il n’en possede pas (Figure 15).

Lorsque le virus est sous une forme intracellulaire, son métabolisme peut étre : soit quiescent, soit
actif. Dans ce dernier cas, a 'aide de son matériel génétique il est capable de se répliquer en
détournant une partie ou I'intégrité de la machinerie cellulaire. Pour cela, son ADN ou ARN selon
la nature du virus, s'intégrera ou non au matériel génétique de son hote 39.

1.2.1.2  Structure d’un virus

Cette particule virale se compose restrictivement au minimum d’un acide nucléique qui peut étre :
soit de 'ADN, soit de ’ARN, encapsulé dans une capside de protéines, elle-méme a I'intérieur ou
non d’une enveloppe virale selon le type viral, comme cela le fut montré par M.D. Morgan en 1954
(Figure 16)4o.

"%‘IQ r

Figure 16 : Particule virale dans le cytoplasme d'une cellule (Grossissement x166 000)#0
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La structure d’'un virus enveloppé va étre développée ci-dessous de maniére centrifuge

(Figure 17).

Glycoprotéines

Membrane lipidique

ARN ou ADN

OOMO33S

Capside

Matrice
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D00 O

Transcriptase inverse

Figure 17 : Représentation schématique de la structure d'un virus enveloppé #

1.2.1.2.1 Capside
Comme cela a pu étre abordé précédemment, le génome viral quel que soit le type de virus est

inséré dans une capside, I'ensemble est appelé nucléocapside. La capside est formée par
I'assemblage de protéines, les capsomeres; elle peut se présenter sous différentes formes

permettant ainsi I’élaboration d’une classification.
On distingue trois grands groupes de virus différenciés par la forme de la capside qui est, soit

icosaédrique, soit hélicoidale, soit complexe (Figure 18).

Capsomere Capside
ADN icosaédrique
ou
ARN
Gaine hélicoidale
Fibre caudale
Capsomere

Baseplate

Capside icosaédrique Capside hélicoidale

Figure 18 : Représentation schématique des différentes capsides #2
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[.2.1.2.1.1 Virus a capside icosaédrique

Figure 19 : Photographie d’une capside icosaédrique vue au microscope électronique#3

La forme icosaédrique de la capside est liée aux protéines formant les capsomeres, il en existe
deux types: les pentons et les hexons (Figure 19). Le nombre de capsomeére est spécifique de
chaque espece virale, par exemple, les adénovirus sont formés de 252 capsomeres. Dans le cadre
de l'utilisation de CRIPSR-Cas 9 en thérapeutique, le ciblage spécifique est produit par génie
génétique en modifiant les pentons de certains adénovirus afin de modifier leurs tropismes 44.

Figure 20 : Photographie d’une capside hélicoidale vu au microscope électronique 43

La forme hélicoidale se rapproche de celle de nanotube de fulleréene d’'une longueur comprise
entre 300 et 400nm, ils sont composés de protomeéres enroulés en spirale formant des anneaux
(Figure 20). Chaque anneau forme un capsomere, le génome viral se loge a 'intérieur méme du
tube 5.

1.2.1.2.1.3 Virus complexes
‘L,L“lf",“j

Figure 21 : Photographie d’'un virus complexe vu au microscope électronique a balayage ¢

Les virus complexes ont une capside qui est dite mixte et symétrique, leurs formes sont
complexes. La « téte » des bactériophages, par exemple, ressemble a une capside icosaédrique
mais est montée sur un collier suivi par une gaine dont la base est plate et ou se fixent des fibres
caudales 7.
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1.2.1.2.2 Enveloppe

Figure 22 : Photographie d’un virus enveloppé : un Herpesviridae vu au microscope électronique 48

L’enveloppe ou péplos, qui signifie manteau en grec, est présente chez certains virus. Elle est issue
de la membrane cellulaire, cytoplasmique ou nucléaire de sa cellule héte sur laquelle est adjoint
des glycoprotéines virales. La présence ou non d’enveloppe joue un réle déterminant dans le mode
de transmission viral. Les virus dont la capside est icosaédrique sont rarement enveloppés, mais
ils peuvent I'étre comme pour les Herpesviridae, ou encore les Togaviridae. Les virus ayant une
capside hélicoidale ont tous un péplos#°.

1.2.1.3 La réplication virale

La réplication virale est commune a tous les virus. Elle débute par la multiplication virale en elle-
méme suivie par un mécanisme prolifératif, on distingue principalement deux types de cycle
propre a la phase active ou non de la prolifération.

La multiplication virale peut se décomposer en sept étapes détaillées ci-dessous (Figure 23).

Figure 23 : Représentation schématique de la réplication virale %0

1.2.1.3.1 Adsorption du virus

Comme cela a été abordé précédemment, certains virus sont enveloppés. La membrane qui les
recouvre a pour origine la cellule héte qui a hébergé ce dernier précédemment, mais certaines
protéines virales sont également présentes a sa surface. Afin de réaliser 'attachement, les cellules
peuvent présenter des récepteurs aux virus dont la nature chimique est, soit une glycoprotéine,
soit un glycosphingolipide.
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Figure 24 : Schématisation de I'adsorption du VIH sur un lymphocyte T45!

Pour illustrer ce mécanisme, I'attachement du VIH sur sa cellule cible, un lymphocyte T CD4,
permet d’expliciter le principe (Figure 23-1 & Figure 24)51.

- dans un premier temps, la glycoprotéine gp120 présente sur I'enveloppe virale du VIH, va se
lier au récepteur CD4 du lymphocyte et induire un changement conformationnel qui va
permettre de découvrir les sites d'intéraction aux corécepteurs (Figure 24 - A).

- a la suite de la liaison de la gp120 avec les corécepteurs CCR5 et CXCR4 présents sur le
lymphocyte, un mécanisme va permettre I'exposition du site cryptique qui masquait jusque la
le peptide de fusion de la gp41 (Figure 24 - B).

- ceci entraine les changements conformationnels des régions HR1 et HR2 de la gp41l

conduisant a la formation du faisceau a six hélices permettant la fusion complete des
membranes virales et cellulaires (Figure 24 - C).

1.2.1.3.2 Pénétration du virus dans sa future cellule héte

A la suite de 'attachement du virus sur la membrane de la cellule cible, différents mécanismes
vont pouvoir se mettre en place. En fonction de la nature du virus, si ce dernier possede une
enveloppe ou non, le mode de pénétration pourra étre différent. Chez les virus nus, la capside avec
sa membrane virale va pouvoir entrer par pinocytose. Chez les virus enveloppés, la pénétration
se fera par fusion de membrane ou par endocytose dans une vésicule endoplasmique (Figure 23-
2 &23-3) 51

1.2.1.3.3 Décapsidation

A la suite de la fusion, une fois dans la cellule hote un mécanisme de décapsidation va se dérouler
permettant ainsi la libération du génome viral (Figure 23-4). Le génome viral restera soit dans le
cytoplasme, soit migrera dans le noyau de la cellule 52.

1.2.1.3.4 Réplication virale

Le génome viral, une fois libéré de sa capside, va pouvoir s’intégrer ou non dans le génome de la
cellule, il pourra alors s’exprimer soit immédiatement en détournant la machinerie cellulaire
(ribosome, ARNt, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi...), soit rentrer en quiescence
(Figure 23-5). La transcription en ARNm qui suit la réplication du génome va permettre grace au
détournement de la machinerie cellulaire, la traduction de ceux-ci en protéines virales. Il existe
une cinétique particuliére dans la production de ces protéines, certaines sont plus précoces que
d’autres, et interviennent de maniere différente dans ce mécanisme 52. Par exemple, dans les
rétrovirus dontle génome est formé d’ARN, une transcriptase inverse est employée pour produire
un transcrit d’ADN, et pouvoir s’intégrer au génome de la cellule hote, cela fut découvert en 1970
par Howard Temin et Satoshi Mizutani 53.
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1.2.1.3.5 Encapsidation

Une fois que la machinerie cellulaire a fini de produire et de maturer les protéines virales, le
génome viral va étre encapsidé (Figure 23-6). Plusieurs copies du génome vont ainsi former de
nouvelles particules virales formant de nouveaux virions, qui s’ils sont enveloppés, formeront de
nouveaux virus 52,

1.2.1.3.6 Libération virale
Selon l'espéce virale, la libération des particules virales differe. 11 existe deux modes
prolifératifs (Figure 23-7) : un cycle lytique, et un cycle lysogénique5+.

[.2.1.3.6.1 Cycle lytique
A la suite de I'encapsidation, les virions nouvellement encapsidés vont s’accumuler au niveau de
la membrane, et ainsi conduire :

- soit a une lyse compléte de la membrane, le virus sera donc enveloppé par la membrane
nucléaire ou la membrane cellulaire. La lyse de la cellule sera alors produite par la
déstabilisation de la membrane avec par exemple 'externalisation de la phosphatidyl-sérine
sur le feuillet externe de la bicouche phospholipidique, ou encore la création de pore, ou la
déstabilisation de canaux ioniques

- soitaune exocytose, a la suite du bourgeonnement de la membrane cytoplasmique provoquée
par la réorganisation des constituants de la bicouche phospholipidique (glycoprotéines,
phopspholipides...).

[.2.1.3.6.2 Cycle lysogénique

Ce type de cycle est propre aux virus de type phage dont le génome viral s’est intégré dans celui
de la cellule héte. Le virus sera donc en phase de quiescence lorsque la cellule ne sera pas en
réplication, et en phase active lorsque celle-ci sera en division. L’expression du virus est donc
directement liée a l'activité cellulaire de la cellule héte. Dans ce type de virus, I’ADN viral est
transmis aux cellules filles, on parle alors de transmission héréditaire (cette transmission du
matériel génétique a la descendance de la cellule hote, suite a I'infection de la cellule, est une
propriété particuliere exploitée dans la thérapie génique sur laquelle se base CRISPR-Cas9). Lors
de l'activation de la réplication, I'expression du génome viral peut conduire a la lyse de la cellule
tel que cela a pu étre décrit précédemment 55.

1.2.2 Vecteurs viraux

1.2.2.1 Principe

La vectorisation, dans le milieu pharmaceutique, se définit comme I'opération visant a moduler et
a maitriser, autant que possible, la distribution d’un principe actif, de son administration a son
site d’action dans I'organisme. On utilise pour cela un systeme approprié appelé vecteur.

Le choix du vecteur résulte de la prise en compte de plusieurs parameétres propres au principe
actif qui doit étre vectorisé, et qui permettent d’établir des critéres de sélection au quel doit
répondre le vecteur. Dans le cadre des vecteurs viraux, le principe actif est représenté par un
génome artificiellement modifié en regard de la souche virale dont le vecteur est dérivé, et le
vecteur qui est un virus aura pu étre modifié au préalable, si nécessaire, afin d’acquérir un
tropisme particulier (glycoprotéines a la surface du virus permettant de reconnaitre certaines
cellules par exemple), diminuer 'immunogénécité, ou encore annuler le potentiel toxique 5e.
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1.2.2.2 Production d’un vecteur viral

La production d'un vecteur défectif pour la réplication s’effectue par le biais de cellules dites
transcomplémentantes possédant les génes supprimés du virus sauvage. Ces genes peuvent étre
présents sous différentes formes au sein de la cellule, soit directement intégrés au génome de
celle-ci, soit sous forme plasmidique épisomale (Figure 25). La transcription puis la traduction de
ces génes permet la production des protéines qui interféreront donc dans la réplication virale en
intégrant le virion sans lui permettre d’avoir la capacité a se répliquer 57.
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Figure 25 : Schématisation de la production d’un vecteur viral par une cellule
transcomplémentante 58

A : La séquence du génome viral est répartie sur 3 plasmides différents : I'un joue le role de
génome contenant le transgene. Un deuxiéme plasmide contient un gene d'enveloppe permettant
de déterminer son tropisme. Enfin un troisiéme plasmide code des protéines de structure et des
enzymes virales.

B : La transfection de ces 3 plasmides dans une lignée cellulaire productrice de vecteurs permet
la formation de particules contenant toutes les protéines virales présentes chez le virus sauvage
(pour le plasmide enveloppe et protéine de structure et enzymes virales), alors que le génome
encapsidé ne code que le transgene. Les cellules cibles transduites par les vecteurs produits
expriment donc uniquement le transgéne.
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1.2.2.3 Types de vecteurs viraux

1.2.2.3.1 Criteres de sélection

Il existe différents types de vecteurs viraux qui se différencient par leurs caractéristiques : ils
peuvent étre intégratifs ou non, propagatifs ou non-propagatifs. Cette catégorisation résulte de la
capacité ou non du virus a s'intégrer au génome de la cellule hote et a conserver ou non son
potentiel prolifératif illimité dans le vecteur viral qu’il forme. Ces deux propriétés sont des
éléments clés dans le choix d'un vecteur viral.

[.2.2.3.1.1 Vecteurs intégratifs

Les vecteurs intégratifs vont avoir la capacité d’'insérer leur matériel génétique dans le génome
de la cellule hote. Cette caractéristique conditionne la transmission héréditaire de ces nouveaux
génes contenus dans le génome viral aux cellules filles lors des divisions cellulaires suivant
I'infection. Cette capacité de transmission a la descendance permet de nombreuses applications
thérapeutiques, néanmoins l'intégration du génome viral peut entrainer des remaniements du
génome de la cellule héte pouvant conduire a des modifications de 'expression des génes
(mutation, délétion, insertion...) liée a la mutagénése insertionelle 5. Ces vecteurs sont
principalement représentés par les lentivirus et les rétrovirus. Cette caractéristique a d’ailleurs
conduit a leur utilisation dans la technique CRISPR-Cas9.

[.2.2.3.1.2 Vecteurs non-intégratifs

Les vecteurs non-intégratifs quant a eux vont se présenter sous une forme épisomale dans la
cellule hote et non directement insérés dans le génome de celle-ci. Lors de la division de ces
cellules, la forme épisomale de ce matériel génétique ne sera donc transmis qu’a une seule des
cellules filles, ce qui entraine une disparition progressive du matériel génétique. L’utilisation de
ce type de vecteur peut étre utile dans le cadre de cellule somatique, ils sont d’ailleurs plus slrs
que les vecteurs intégratifs puisqu’ils n’interagissent pas avec le génome de la cellule et ne sont
donc pas sujets a d’éventuelles mutagéneses insertionnelles. Ces vecteurs sont généralement
dérivés des adénovirus ou de virus associés aux adénovirus (AAV) 60,

[.2.2.3.1.3 Vecteurs propagatifs

Un vecteur propagatif a donc la capacité de se répliquer, leur conception peut étre le produit de
deux mécanismes. Il peut provenir de la préparation de virions, notamment a partir des poxvirus,
génétiquement modifiés mais compétents pour la réplication. Mais également provenir de virions
génétiquement modifiés défectifs pour les genes responsables de la réplication mais associés a
des particules auxiliaires compétentes pour celle-ci qui complémente en trans cette défaillance.
Ceci est classiquement représenté par le virus sauvage parental. Par exemple c’est le cas de
certains vecteurs dérivés des virus de 'Herpés (amplicons)éL.

[.2.2.3.1.4 Vecteurs non-propagatifs

Les vecteurs non-propagatifs quant a eux se présentent sous la forme d'une préparation pure de
virions défectifs pour la réplication, dans le cas présent il n'y a donc pas de particules auxiliaires.
Les virus tel que les rétrovirus Murine Leukemia Virus (MLV), certains lentivirus, ’Adeno-
Associated Virus (AAV) utilisé dans la technique CRISPR-Cas9 et des adénovirus permettent la
formation de ce type de vecteur viral.

Cette caractéristique de défection de la capacité propagative de ces vecteurs peut varier en
importance selon le nombre de génes qui ont été mis au silence ou supprimés par génie génétique.
Ainsi plus le nombre de gene modifié sera important, plus le risque de réversion vers un
phénotype réplicatif compétent sera faible. Ainsi les vecteurs dont la phase de lecture codant pour
les protéines virales, et donc la propriété proliférative du virus, est non ou peu présente, auront
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une sureté plus grande pour leur utilisation. Cette propriété est donc un parametre discriminant
dans le choix d’un vecteur qui serait muni d’outils capables de modifier durablement le génome
d’une cellule 61,

1.2.2.3.2 Vecteurs viraux potentiels
[’ensemble des caractéristiques des principaux groupes de vecteurs viraux a été regroupé dans le

tableau 3 ci-dessous, ou sont précisés leurs principaux avantages et inconvénientsé2.

JUETS g Capacite . Potentiel Forme du Principales Principaux
Vecteur P de Tropisme q q vecteur e ]
Génétique inflammatoire a . limitations avantages
stockage génomique
Enveloppé
Uniquement
transduit
dans les
cellules en Les génes
divisions transférés
Cellule en L’intégration vont persister
Rétrovirus ARN 8kb division Faible Intégré 5 P
peut dans les
seulement
provoquer de cellules en
I'oncogenese divisions
dans
certaines
applications
L’intégration Les génes
peut ;o
transférés
provoquer de ersistent
Lentivirus ARN 8kb Large Faible Intégré I'oncogenese p dans la
dans
. plupart des
certaines :
R tissus.
applications
Inﬂammaltlon Grande
Expression capacité de
40kb* Fort pour les transitoire du sgocka e
HSV-1 dsDNA 150kb# p Elevé Episomal transgene 5
neurones Fort tropisme
autre que our les
dans les P
neurones
neurones
Non-enveloppé
Large, avec une .
potentielle E;()Soor;eBle Faible inﬂarrl\llglr; toire
AAV ssDNA <5kb exception pour Faible ) capacité de
Intégré Non
les cellules (<10%) stockage athogene
hématopoiétiques 0 p 8
La capside Transduction
8Kkb* induit une extrémement
Adénovirus dsDNA 30kbs Large Elevé Episomale réaction efficace dans
inflammatoire | la plupart des
puissante tissus

*Réplication defective. + Amplicon. § Dépendant d’helper. dsDNA : ADN double brin. ssDNA : ADN
simple brin

Tableau 3 : Principaux groupes de vecteurs viraux et leurs caractéristiques (Tableau personnel)

Les vecteurs viraux malgré leurs avantages présentent des limitations importantes notamment
au niveau de l'utilisation clinique. En effet, les virus contrairement aux vecteurs non-viraux vont
avoir un potentiel infectieux qui représente un risque, d’autant qu’ils interviennent au niveau
génomique et peuvent subir des recombinaisons avec certains virus sauvages ou étre a 'origine
de réaction immunitaire. De plus, comme cela est précisé dans le tableau ci-dessus, la capacité de
stockage pouvant étre véhiculée est généralement limitée.

Les vecteurs les plus largement utilisés dans la technologie CRISPR-Cas9 sont principalement les
lentivirus, les AAV et les adénovirus.
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1.2.3 Type de vecteurs non-viraux

Par opposition, les vecteurs non-viraux ne disposent pas de cette nature infectieuse. Ils vont
nécessiter le recours a des techniques leur permettant a la fois un tropisme particulier dans
I'organisme mais également le passage transmembranaire dans les cellules cibles.

Ces techniques non virales peuvent étre classées dans deux catégories : les méthodes physiques,
et les méthodes chimiques.
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Figure 26 : Représentation schématique des différentes méthodes de vectorisation non virales 63

1.2.3.1 Vectorisation de CRISPR-Cas9 par méthodes physiques

1.2.3.1.1 Microinjection

La méthode la plus directe pour introduire de ’'ADN, un mRNA ou une protéine dans une cellule
est la microinjection. Cette derniére va permettre de traverser a la fois la barriere extracellulaire
mais également cytoplasmique afin de faire gagner de maniére contr6lée dans le noyau ou le
cytoplasme le matériel génétique ou protéique. Par ce type de vectorisation, le pourcentage
d’efficience peut atteindre jusqu’a 100% de réussite de transfert 64.

De plus, la quantité totale injectée d’éléments Cas9 / sgRNA étant connue, il est plus facile de
controler et de réduire les effets off-target (trad. : hors-cible). A cela s’ajoute le fait qu'il n’y a pas
de limite quant au poids moléculaire ou la taille qui peut parfois étre imposante pour I'expression
du plasmide de Cas9, les mRNA et la totalité de la protéine Cas9 avec son poids de 130kDa.

Cependant, la microinjection reste une technique fastidieuse qui ne peut étre réalisée que pour
une centaine de cellules par expérimentation puisqu’elle est réalisée a la main. Elle est donc
possible uniquement pour I'édition du génome de cellule seule mais en aucun cas pour des
applications ciblant des millions de cellules €3.

1.2.3.1.2 Electroporation

L’électroporation est une méthode qui va également permettre le transfert de matériel génétique
a l'intérieur d’'une cellule. Ce passage intracellulaire va étre réalisé par la déstabilisation
transitoire de la membrane lipidique constituant la membrane plasmatique.

Ce type de méthode est uniquement possible pour certaines nanoparticules puisque la taille des
ouvertures créées par l'électroporation va étre de I'ordre d’'une dizaine de nanometre ce qui
coincide avec le transfert du matériel de Cas9.
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Aujourd’hui il a été démontré que cette méthode pouvait étre aussi bien utilisée in vitro qu’in vivo.
Cette méthode semble se présenter comme I'une des méthodes les plus efficaces et siires dans le
transfert de CRISPR-Cas9 65.

Cependant, la mort ou l'endommagement d'une partie des cellules peut étre parfois
problématique, mais il est possible d’optimiser les parameétres de I'électroporation (composition
du milieu, intensité, durée...), afin de minimiser ces effets indésirables.

1.2.3.1.3 Injection hydro-dynamique

L’injection hydro-dynamique est une méthode non virale tres puissante notamment utilisée chez
le rongeur pour le transfert de géne in vivo. La méthode consiste a transférer un plasmide d’ADN
dans la cellule a I'aide d’une forte pression sur une trés court laps de temps afin de former
transitoirement des pores dans la membrane de la cellule.

Cette technique a récemment été utilisée dans le cadre de la correction d’'un gene muté pour le
cancer du foie chez une souris 66, 1a correction d’'une mutation héréditaire de la tyrosinémie et de
son phénotype ¢7, ou encore, interrompre la prolifération de 'HBV in vivo 8.

Cependant, I'injection hydro-dynamique requiert I'injection d’'un grand volume et peut causer de
sérieux dommages au foie. De plus, un seul essai clinique sur 'humain a été réalisé a partir de
cette technique. Malgré le potentiel de cette technique, il faudra encore attendre des améliorations
majeures avant de pouvoir utiliser cette technique pour le transfert de matériel génétique.

D’autres méthodes de transfert par méthode physique existent également telle que la
sonoporation, l'irradiation laser ou encore la déformation membranaire afin de délivrer le
systéme CRISPR-Cas9 aux cellules. Ils fonctionnent tous selon un mécanisme relativement
similaire en créant des pores dans la membrane mais produisent le méme genre de dommages
cellulaires.

Il faut également noter que ces méthodes physiques vont généralement utiliser de I’ADN nu, des
mRNA, ou des protéines sans protection particuliere de ces différents éléments, ce qui lorsqu’ils
sont administrés dans un tissu ou dans la circulation systémique, les exposent a la dégradation
enzymatique ou encore a des mécanismes de clairance. C’est pourquoi la vectorisation par
méthode chimique risque de jouer un réle prédominant dans un futur proche.
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1.2.3.2 Vectorisation de CRISPR-Cas9 par méthodes chimiques
CRISPR-Cas9 est une biotechnologie qui nécessite a la fois le plasmide d’expression de Cas9, les
mRNA et les sgRNAs, mais également la protéine Cas9 en elle-méme(Figure 27).
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Figure 27: Différents challenges a surmonter pour le transfert des éléments de Cas9/gRNA par des
vecteurs non-viraux 63

1.2.3.2.1 Potentiels vecteurs pour le transfert du plasmide d’expression de Cas9

Les nanocomplexes qui vont transporter les plasmides d’expressions vont étre formulés par des
intéractions électrostatiques qui sont optimisées pour les petites tailles, qui ont une absorption
cellulaire maximale, une protection contre la dégradation, et qui vont permettre le dépackaging
intracellulaire au moment opportun.

Cependant, le plasmide d’expression de Cas9 est un plasmide considéré comme large. Il va donc
falloir prendre en compte quelques parameétres comme le ratio de charges positives / négatives,
le potentiel particulaire zéta, la taille des particules, le taux de libération de 'ADN, ou encore la
capture par 'endosome qui pourront étre optimisés différemment. Pour répondre a toutes ces
conditions il existe différentes méthodes mais le domaine des transporteurs qui seront
polymériques ou a base de lipides dominent actuellement le marché.

A ce titre, les transporteurs polymériques vont jouer sur la diversité et 'adaptabilité que permet
la chimie. IIs peuvent étre représentés par les PEI, les chitosan, et les poly (L-Lysine) (PLL).

[.2.3.2.1.1 Polyéthylénimine (PEI)

Les polyéthylénimines peuvent étre liés a des amines primaires, secondaires ou tertiaires, et donc
par conséquent avoir une charge de haute densité, et plus important encore avoir la capacité de
pH tampon. Ce qui est formé, va faciliter la condensation des pDNA en une petite taille, et plus tard
promouvoir I'’échappement des nanoparticules de polyméres d’ADN (poly-complexes) du
compartiment endolysosomale par I'effet éponge a protons.
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Le probleme majeur avec les PEI branchés (i.e. amines Iaire, [Iaire, [[[aire) dont le poids moléculaire
s’approche des 25kDa est que leur transfection est particulierement cytotoxique. Il est néanmoins
possible de réduire cette cytotoxicité en utilisant des PEI linéaires et avec un poids moléculaire
plus faible 69 ou a l'aide de modifications chimiques fractionnées comme avec les PEG
(polyéthyléne glycol). Actuellement plusieurs essais cliniques sur 'homme sont en cours et
utilisent les vecteurs basés sur les PEI 70 71, Ces études vont permettre d’établir I'utilité de ces
vecteurs dans le transfert de géne pour Cas9 72.

[.2.3.2.1.2 Chitosan

Les chitosans sont des biopolymeéres composés de polysaccharides qui présentent donc une faible
toxicité 73. Le facteur le plus critique dans l'efficience du transfert de géne par les chitosans est le
poids moléculaire. Dans une étude, il a été montré que les chitosans de haut poids moléculaire
formaient des polyplexes plus stables du fait de 'enchevétrement des chaines 74. D’autres
publications ont aussi rapporté que 'augmentation du poids moléculaire des chitosans pouvait
accroitre l'efficacité de transfection des génes qu’ils transportent 75 76,

Cependant, il est nécessaire de respecter un certain poids maximal (200kDa) au-dela duquel le
chitosan va condenser trop fortement le plasmide de Cas9 et géner sa libération dans la cellule.
En plus du poids moléculaire, le degré de désacétylation va jouer un role significatif dans
I'efficacité de transfection in vitro 74. A cela s’ajoute que les chitosans dont le degré désacétylation
est modéré (entre 62 et 70%) sont beaucoup plus efficaces pour la transfection in vivo de gene
que les chitosans de haut degré de désacétylation (90%) (Figure 28)74.
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Figure 28: Réaction de désacétylation du chitosan 77

[.2.3.2.1.3 Poly (L-lysine) (PLL)

Le PLL est un homopolypeptide d’amino-acide basique qui est la lysine. Le transfert de gene a
I'aide de PLL pégylé (PLL-b-PEG (Figure 29)) a montré la capacité identique a transférer des
plasmides de taille comprise entre 5,3 et 20,2kb78 ce qui montre que les vecteurs non-viraux basés
sur les PLL pourraient étre un bon choix pour le transfert de Cas9.
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Figure 29: Représentation illustrée d'un PLL-PEG 79

[.2.3.2.1.4 Lipoplexe

Les vecteurs formés de lipides sont généralement composés de lipides cationiques comme le N-

[1- (2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chloride (DOTMA), le 2,3-dioleyloxy-N-

[2(sperminecarboxamido)ethyl]- N,N-dimethyl-1-propanaminium trifluoroacetate (DOSPA), le
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1,2-dioleoyl-3-trimethylammoniumpropane (DOTAP), le 1,2-di- myristyloxypropyl-3-dimethyl-
hydroxyethylammonium bromide (DMRIE), et le 3f3-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-
carbamoyl]-cholesterol. IIs sont largement utilisés comme vecteur non viral de géne grace a leurs
hauts taux de transfection.

Les complexes lipides-ADN sont généralement relativement petits et de taille uniforme. Ils sont
capables de fixer ou d’encapsuler efficacement 'ADN pour le transférer a I'intérieur d'une cellule.
Mais la faible stabilité colloidale, la rapidité de clairance, et la cytotoxicité induit par les lipides
cationiques peuvent étre résolu par I'incorporation de lipide neutre. Les lipoplexes ont montré de
bonnes performances quant au transfert du plasmide d’expression de Cas9, du mRNA, des
protéines et des sgRNA, mais la grande partie d’entre eux peut uniquement étre utilisés in vitro,
ex vivo, ou via une administration locale in vivo 80 81 82, Ce mode de vectorisation occupe déja une
place importante pour la vectorisation systémique de Cas 9 mais va probablement s’accentuer
dans les années a venir 83.

[.2.3.2.1.5 Vecteurs inorganiques

Il n'y a actuellement aucune publication concernant 'emploi de vecteur inorganique pour le
transfert du plasmide d’expression de Cas9 pour plusieurs raisons. Cependant, certaines
nanoparticules inorganiques comme les nanoparticules de silice 84, les nanoparticules d’or 85, ou
les nanotubes de carbone 8ont montré de bonnes performances dans le transfert de nombreux
geénes, ce qui pourrait laisser présager leur usage pour le plasmide de Cas9.

En comparaison aux lipoplexes par exemple, les vecteurs inorganiques ont une meilleure stabilité
colloidale et sont plus faciles a controler avec le respect de la composition, et de la taille. De plus,
certaines propriétés physico-chimiques de ces nanoparticules ont montré une bonne tolérance a
la lyophilisation en présence de cryoprotecteurs ce qui offre de belles perspectives en terme de
conservation.

Comme toutes les autres méthodes de transfert, aucune n’est véritablement capable de
franchir toutes les barriéres physiologiques et libérer Cas9 de maniére efficiente. Certaines
améliorations sont en cours de réflexion afin de développer des vecteurs multifonctionnels qui
pourront s’affranchir des microenvironnements extra- et intra-cellulaires 87. Par exemple le
MEND : Multifunctional Enveloppe-type Nanodevice contient un cceur formé par un complexe
polycation-pDNA, et un manteau lipidique pour son enveloppe, laquelle peut étre équipée avec
plusieurs modules multifonctionnels comme une couche de PEG pour permettre d’accroitre le
temps dans la circulation sanguine, un ligand pour activer la cible, un peptide particulier
permettant I'entrée dans la cellule et augmenter la libération intracellulaire, un lipide pour lancer
le mécanisme d’échappement de I'’endosome, et enfin un signal de localisation nucléaire (NLS)
pour qu’il soit dirigé vers le noyau 88 89. Ce genre de nanotransporteur intelligent peut ainsi
franchir de nombreuses barrieres pour délivrer la thérapeutique de maniére contrélée dans
I'espace et dans le temps.

1.2.3.2.2 Potentiels vecteurs pour le transfert du mRNA de Cas9

La principale contrainte associée aux mRNA est qu’ils sont facilement contaminables et trés
labiles. De plus, leur expression est moins importante que celle de 'ADN qui peut d’ailleurs parfois
étre indésirable dans certaines thérapies géniques. Mais ceci est compensé par le fait que les
mRNA ne nécessitent pas d’étre adressés au noyau qui représente la principale barriére pour
I'adressage des pDNA.
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Découlant de cela, il est plus facile de controler les effets off-target et de minimiser I'induction
d’une toxicité liée aux nucléases. Le role des transporteurs de mRNA va donc principalement étre
de les protéger contre les RNAses qui vont chercher a les dégrader dans I'espace extracellulaire
(Figure 27).

Une fois endocyté, il va falloir une dégradation contrélée dans le compartiment endolysosomale
avant la libération dans le cytoplasme.

Actuellement, de nombreux polyplexes et lipoplexes sont disponibles sur le marché comme le
Lipofectamine qui est utilisé dans la transfection de mRNA 90 91 mais leur utilisation reste
restreinte du fait de leur faible potentiel de transfection et de leur toxicité in vivo. On peut
également citer les lipides cationiques propriétaires que sont le MegaFectin et le TransIT qui
permettent le transport efficace in vivo de mRNA 92 93, ]] existe également d’autres lipides ou
matériels a base de lipides qui ont montré une efficacité comme la formulation a base de DOTAP
cationique et de  phospholipides  zwitterioniques  DOPE%4%, la  formulation
DlinDMA/DSPC/Cholesterol/PEG 9%, et la formulation C12-200 97.

On peut également retrouver des transporteurs polymériques comme le chitosan (vu
précédemment)?, la protamine 9, les PEI%, le poly(2-dimethylami-noethyl methacrylate)
(PDMAEMA)100, et e poly(B-amino esters) (PBAEs) 92 qui ont été adaptés a partir du transport des
siRNA et de I'’ADN pour celui des mRNA. On peut d’ailleurs faire référence a une étude de Mahiny
et al. qui a concu un transporteur a base de poly (acide lactique - 1 - glycolique) enveloppé par du
chitosan qui a permis le transfert d'un ZFN et de mRNA pour réaliser une édition du génome site
spécifique dans le foie 9, qui pourrait tres probablement étre adaptée pour le transport de Cas9
et de mRNA.

Un essai clinique est actuellement en cours. Il utilise un complexe mRNA/protamine administré
par injection intradermale dans le cadre d’un traitement métastatique du mélanome 101. Des
perspectives pour Cas9 sont donc tres largement envisageables mais il reste encore de grandes
améliorations a apporter afin d’améliorer son transport.

1.2.3.2.3 Potentiels vecteurs pour le transfert de la protéine Cas9

Cas9 est une protéine. A ce titre, il est possible de la transporter sous différents formats. En effet,
elle peut étre transportée comme telle, mais également traduite a partir d'un mRNA ou encore
transcrite puis traduite a partir d'un pDNA 80 102 103,

Le transport dans la cellule des RNP Cas9 qui permettent I'expression de la protéine et des sgRNA
(Figure 27) permet d’éviter l'intégration non désirée de 'ADN dans le génome, et donc de
diminuer le risque de clivage off-target 72 80 102, Bien que le transport direct de la protéine Cas9
dans la cellule pourrait faciliter I'édition du génome, l'efficacité du transfert intracellulaire des
protéines reste un véritable challenge puisque ces derniéres sont instables a la fois in vitro mais
également in vivo, immunogenes et leurs demi-vies restent relativement limitées 104 105, ]] faut
aussi considérer que la taille importante, et la faible efficacité d’échappement de 'endosome par
la protéine représentent des freins a un transport efficace 10.

Finalement, pour permettre une édition du génome réussie il faut que le sgRNA et la protéine Cas9
puissent étre tous les deux adressés a la cellule, et transloqués a I'intérieur de cette derniere 102,
Mais aujourd’hui la plupart des systemes d’édition du génome qui utilisent la protéine Cas9 la
vectorisent non pas sous forme de protéine, mais sous la forme de RNP Cas9 qui peut étre
rapidement préparé par incubation de la protéine Cas9 avec le sgRNA ou le double ARN constitué
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par des crRNA et des tracrRNA 80 107 108, Enp effet, seul un faible nombre d’études dans la littérature
ont tenté de transporter séparément la protéine Cas9 et les sgRNA 72. Il a été rapporté que le
transport préassemblé des RNP de Cas9 permettait d’améliorer I'efficacité de I'édition génomique,
et de réduire la fréquence des effets off-target en permettant le clivage immédiat des sites cibles
sur les chromosomes apres la transfection, et subir juste apres, une dégradation rapide par les
protéase endogenes 109

Le transport des protéines se fait principalement de trois maniéres : par conjugaison directe avec
un transporteur, par adsorption physique, ou pas encapsulation via une émulsion 1%, La
PEGylation des protéines comme cela a pu étre abordé précédemment permet I’échappement au
systéme réticulo-endothélial, une augmentation du temps de circulation au niveau systémique, et
de prévenir de la dégradation par les enzymes protéolytiques 119.

D’autres méthodes existent également. Elles peuvent consister en la fusion d’'un domaine de
transduction sur la protéine et de sa conjugaison avec un peptide de pénétration cellulaire qui est
trés largement utilisé et permet une grande efficacité pour la vectorisation 72. Néanmoins il est
important de rappeler que ce genre de conjugaisons se faisant par des liaisons covalentes ne sont
pas spécifiques et peuvent entrainer des modifications structurales de la protéine pouvant influer
sur son activité.

Une alternative aux liaisons covalentes peut étre I’emploi des interactions de type Van des Waals
entre la protéine et son transporteur 106

L’usage de double émulsion de la forme : eau dans huile dans eau est possible aussi, elle a déja été
étudié pour le transport de protéine tel que pour certaines insulines 111.

D’autres solutions sont également parfois utilisées a la maniére de bouclier pour protéger les
protéines contre les différentes agressions contre lesquelles elles peuvent étre exposées et qui
pourraient entrainer des dégradations prématurées, tel qu'une dénaturation induite par les
attaques de I'environnement dans lequel elles vont évoluer. Des nano-transporteurs sont donc
fréquemment utilisés permettant la transduction de la protéine au niveau intracellulaire a I'aide
par exemple de nanoparticules contenant des colloides lipidiques (e.g. liposome ou des
nanoparticules lipide / solide), des nanomatériaux polymériques (e.g. polymersome, nanogel, et
micelle), des nanovéhicules inorganiques (e.g. nanotube de carbone, quantum dot, silice
mésoporeuse, nanoparticule magnétique, ou des nanotubes d’or) et enfin des nano-transporteurs
médiés par des protéines (Figure 30) 106,
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Figure 30: Différents types de vecteurs de protéine non-viraux 63

A partir des caractéristiques de ces méthodes, il serait envisageable de les extrapoler pour le
transport de la protéine Cas9 et des RNP de Cas9. Cependant, I'opposition des charges entre la
surface de la protéine Cas9 (chargée positivement), et les RNP de Cas9 (chargées négativement)
devraient étre pris en considération dans le design de ces systémes 107.

Du fait de I'importance qui est accordée au transport de Cas9 afin qu’elle pénetre la membrane
cellulaire puis soit directement adressée au noyau, des alternatives ont été développées comme
I'attachement d’'une NLS directement a la protéine Cas9 ou aux RNP de Cas9. In vivo, il est
important de prendre en considération la stabilité de Cas9 dans la circulation sanguine, c’est
pourquoi I'emploi des vecteurs non viraux pour Cas9 risquent de s’accroitre encore davantage a
I'avenir puisque ces méthodes sont plus siires que les vecteurs viraux, et permettent de plus en
plus de précision ce qui est primordial pour de futurs essais cliniques.

.3  Conception du matériel génétique nécessaire au fonctionnement de CRISPR-Cas9

La conception d’'un brin d’ADN ou d’ARN a intégrer s’avere étre une étape clé pour la thérapie
génique. Depuis la finalisation du Projet Génome Humain en février 2001112, I'ensemble de la
séquence du génotype humain a été séquencé, mais les recherches se poursuivent quant a la
compréhension et a I'identification de chacun des genes le constituant.

I.3.1 Rappel sur le Code Génétique universel et dégénéré

Comme nous I'avons vu dans la premiére partie sur 'ADN, I'expression des genes se réalise par la
transcription d’'un brin d’ADN en ARNm dans le sens 5’ = 3’, qui sera ensuite traduit a I'aide de
ribosome en protéine dans le sens 5’ — 3’ a la suite de la reconnaissance d'un codon d’initiation
AUG. Chaque codon signifie un seul acide aminé. Il existe 64 codons, seuls 3 sont non significatifs
et correspondent a des codons stop arrétant la traduction : UAA, UAG et UGA.
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[.3.2  Syntheése d’oligonucléotide

La synthese d’oligonucléotide, aussi bien I’ADN que I’ARN utilise des mécanismes communs qui
peuvent étre de différentes natures, que ce soit chimique ou enzymatique. Le mode de production
estun critere majeur a prendre en compte puisqu’il détermine la fiabilité (taux d’erreur ou d’écart
par rapport au code désiré). Ces oligonucléotides seront utilisés par la biotechnologie CRISPR-
Cas9 de différentes manieres, soit pour permettre de cibler une zone de clivage par la protéase,
soit pour insérer une séquence nucléotidique choisie. Ces différentes méthodes vont étre
détaillées ci-dessous.

1.3.2.1 Synthese chimique d’oligonucléotide

Bien que la synthese chimique d’ARN ait été miniaturisée et automatisée, la technique qui en est
sous-jacente, connue sous le nom de chimie des phosphoramidites, n’a pratiquement pas changé
depuis son développement fin des années 1970 par H. Gobind Khorana!13. Pour ’ADN, la 1ere
synthese a été réalisée en 2002 par le groupe Gen9114.

Le principe consiste a ajouter des bases de nucléotide une a la fois, chacune coiffée d’'un groupe
protecteur qui I'empéche de réagir afin d’allonger le brin jusqu’a ce que I'on retire le capuchon et
ajoute la base suivante. Plus précisément la technique utilise des nucléosides de type
désoxyadénosine (dA), la thymidine (T), la désoxycytidine (dC) et la désoxyguanosine (dG) pour
I'ADN et de type adénosine (A), la thymidine (T), la cytidine (C) et la guanosine (G) pour 'ARN
sous forme de phosphoramidite. La technique a pour point de départ un support solide sur lequel
est greffé le premier nucléotide, a sa suite par de nombreux cycles successifs, les oligonucléotides
sont incorporés un a un. La synthése chimique ainsi réalisée se déroule dans le sens inverse de la
biologie, de 3'— 5’ (Figure 31). Une fois la synthese terminée, I'oligonucléotide va étre séparé du
support par un clivage chimique, et purifié par chromatographie liquide haute performance.

Néanmoins, cette approche n’est pas parfaite. A chaque nucléotide ajouté, il y a 0,5% de chance
d’erreur. Plus la chalne est longue, plus il y a de chance qu'elle contienne une erreur, ce qui limite
les brins d'ADN a environ 300 bases de long. Par conséquent, les chercheurs qui espérent écrire
des génes contenant des milliers de lettres doivent assembler un ensemble de fragments. La
synthese enzymatique promet de faire mieux en cooptant des polymérases, enzymes que les étres
vivants utilisent pour fixer ensemble les nucléotides en longues séquences pratiquement
exemptes d'erreur.
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Figure 31 : Cycle de synthése par la méthode des phosphoramidites?®

1.3.2.2 Synthése enzymatique de ’ADN

Dans les cellules vivantes, la plupart des polymérases commencent par un brin matrice et en
créent un complémentaire, en appariant A avec T et G avec C. Une polymérase particuliere
présente dans les cellules immunitaires, appelée désoxynucléotidyl transférase terminale (TdT),
fonctionne sans matrice, ce qui en fait un critére de choix en matiére de polymérase pour la
synthese enzymatique. Cependant, comme TdT ajoute de nouvelles lettres ADN au hasard, les
chercheurs ont dii trouver le moyen de le forcer a ajouter la lettre souhaitée, une par une. L’équipe
de Gariel y parvient en dotant chaque base d’ADN d'un groupe protecteur exclusif qui, comme
dans la synthése chimique, empéche le TdT d’ajouter plus d’une lettre a la fois au brin en
croissance. Une fois la lettre correcte ajoutée et le groupe protecteur supprimé, le cycle se répéte.
Selon Gariel, I'ajout de chaque lettre ne prend que 5 minutes et s'effectue avec une précision de
99’5%116117.
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[.3.3  Design de I’ARN guide (sgRNA) nécessaire au ciblage de CRISPR-Cas9

A présent que les modes de conception des oligonucléotides ont été abordés, il semble intéressant
de comprendre comment doit-étre designé ’ARN guide qui permettra de cibler spécifiquement la
zone a cliver par la protéase. Pour cela, 'équipe de John G. Doench a mis au point un programme
permettant d’'améliorer I'activité des sgRNA, ce dernier est libre d’acces via le lien suivant :

http://www.broadinstitute.org/rnai/public/analysis-tools/sgrna-design

Pour concevoir cet outil, I'’équipe a créé un pool d'ARNg, couvrant l'ensemble des sites cibles
possibles d'un panel de six génes de souris endogenes et de trois génes humains endogenes. Ils
ont ensuite évalué quantitativement leur capacité a produire des alléles nuls de leur géne cible
grace a une coloration via des anticorps et la cytométrie en flux. Ils ont alors découvert des
caractéristiques de séquence améliorant l'activité, notamment une optimisation supplémentaire
du motif proto-espaceur adjacent (PAM) de Streptococcus pyogenes Cas9. Les résultats des 1 841
sgRNA ainsi produits, ont été utilisés pour construire un modele prédictif de I'activité des sgRNA
afin d'améliorer la conception des sgRNA pour I'édition de géne et le criblage génétique?1s.
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.4  Genese d’'une révolution, le concept

Le systéme CRISPR-Cas9 est un outil puissant et hautement spécifique d’édition du génome. Cette
biotechnologie est composée de deux éléments, un ARN guide (ARNg), qui conduit la nucléase
Cas9 vers la séquence cible présente dans le génome de la cellule afin d’induire des modifications
de différentes natures : perte compléte et permanente d'un géne (Knockout), mutation spécifique
et ponctuelle d’un alléle d’'un géne, augmentation ou diminution de I'expression d’'un gene cible.

Une fois I'objectif fixé, différents parameétres vont étre ajustés afin d’obtenir le résultat escompté.

[.4.1  Quelles manipulations génétiques sont-elles recherchées ?

Différentes manipulations génétiques sont possibles avec CRISPR, mais elles font appel a
différentes composantes. La sélection d'une manipulation génétique spécifique est un impératif
pour déterminer les réactifs appropriés.

14.1.1 Mise au silence d’un gene : knockout

La mise au silence d'un gene, également appelé knockout, qui a pour but de perturber de fagon
permanente la fonction du gene dans un type de cellule particulier peut étre réalisée a I'aide de
Cas9 ou de la nickase Cas9 (Figure 32). Il suffit pour cela d'un seul ARNg (ou de deux si emploi de
nickase Cas9), ciblant des exons en 5’ ou des domaines protéiques essentiels. Il faut savoir que les
enzymes Cas9 ont une haute-fidélité ce qui augmente la spécificité de la méthodel19 120, [’approche
par deux nickases augmente encore davantage la spécificité mais elles sont moins efficaces!21.
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Figure 32 : Mécanisme de la mise au silence d'un géne par CRISPR-Cas9122
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14.1.2 Edition d'un géne

L’édition d’'un gene qui consiste en la génération d’'un changement de séquence spécifique défini
par l'utilisateur dans un gene particulier, telle que la génération d’'une mutation ponctuelle ou
I'insertion d’'un marqueur ou séquence de choix. Ceci est rendu possible par I'utilisation de Cas9
ou Cas9 nickase et un éditeur de base. Pour cela, il suffit d’'un seul (ou de deux ARNg comme pour
le Knockout), qui ciblera la région ou la modification devra étre faite. Dans le cadre de cette
technique, le mécanisme de réparation mis en jeu est le HDR : Homology Directed Repair, c’est-a-
dire la réparation directe homologue.

Les Plasmides HDR fournissent une matrice de réparation de I'ADN spécifique pour une coupure
du double brin (DSB). Lorsque co-transfecté avec le Plasmide KO CRISPR/Cas9, le plasmide HDR
incorpore un gene de résistance a la Puromycine permettant la sélection des cellules au niveau du
site de rupture de 1'ADN induit par la Cas9. Chaque matrice HDR correspond a deux bras
homologues de 800 pb élaborés pour se lier spécifiquement a I'ADN génomique entourant le site
de coupure de I'ADN double brin induit par Cas9. Chaque géne de résistance a la puromycine est
encadré par deux sites LoxP qui permettront d'étre traités ultérieurement par le vecteur Cre
(Figure 33).

Ce mode de réparation affiche une efficacité réduite par rapport au knockout qui se base le NHE]
Non-Homologous End Joining, c’est-a-dire la jonction de bouts non homologues. Les éditeurs de
base peuvent créer un nombre limité de mutations23.
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Promoteur EF1a
driver d oxpression de la i
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ou Cas9 4 616 induite
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Figure 33 : Mécanisme d’édition d'un géne par CRISPR-Cas9 via HDR122
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1.4.1.3 Répression ou interférence : CRISPRI

La répression ou l'interférence sur un géne par CRISPR est parfois reprise sous 'acronyme de
CRISPR, elle consiste en la réduction de I'expression d’'un ou de plusieurs génes sans modifier le
génome de facon permanente. Pour cela on va devoir utiliser une Cas9 particuliere : dCas9-
repressor comme dCas9-KRAB, ou une dCas9. Le ou les ARNg seront alors dirigés contre les
éléments promoteurs du gene cible. Il faut néanmoins savoir que le dCas9-KRAB est plus efficace
que le dCas9 seul lorsque I'on travaille sur des lignées cellulaires de mammiferes!24.

14.1.4 Activation d’un gene : CRISPRa

L’activation d’'un géne peut étre commandé par la biotechnologie CRISPR, on lui donne I'acronyme
CRISPRa. Son mécanisme s’exprime par I'augmentation de I'expression d'un ou de plusieurs genes
endogénes sans modifier le génome de fagon permanente. C’est un dCas9-activator, par exemple
dCas9-VP64, qui sera employé ici. Pour cela, il sera nécessaire d’utiliser un ou des ARNg ciblant
les éléments promoteurs du géne cible. Il existe de nombreux activateurs différents, y compris le
systéme SAM (Systeme d’Activation de la Transcription) multi-plasmidique2s.

Les plasmides d'activation CRISPR/dCas9 correspondent a un systeme d'activation de la
transcription par un médiateur d'activation synergique du systeme (SAM) spécifiquement congu
pour réguler positivement I'expression des genes. Les plasmides d'activation CRISPR/dCas9 se
composent de trois plasmides suivants au ratio 1:1:1: un plasmide codant pour la nucléase Cas9
désactivée (dCas9) (D10A et N863A) fusionnée avec le domaine de transactivation VP64; un
plasmide codant pour la protéine de fusion MS2-p65-HSF1; et un plasmide codant pour un ARN
guide cible spécifique de 20NT. Les séquences des ARNg sont issues de la bibliothéque des
séquences de Médiateur d'Activation Synergique (SAM) CRISPR/Cas9 humains collectés et dirige
le complexe SAM pour se fixer a une région du site spécifique d'environ 200-250NT en amont du
site de départ de la transcription du géne cible. Le systéme SAM fournit un recrutement accru des
facteurs de transcription pour une activation hautement efficace du gene cible (Figure 34).

CRISPRa peut étre réalisé par méthode plasmidique comme précédemment développé, mais
également par le biais d'un lentivirus qui aura été structuré selon un procédé similaire126.

SAM Systéme d'Activation de la Transcription

/‘\ I o Vg

1 | dCas9-VP64-Blast
' PLASMID

' 'MS2 P65-HSF1-Hygro SgRNA (MS2)-Puro
: PLASMID PLASMID

Le complexe SAM se fixe sur le
site spécifique en amont du site
de lancement de la transcription
du géne cible et recrute des
facteurs de transcription, ces
derniers permettent |'activation
endogéne de la transcription du
géne cible.

Figure 34 : Fonctionnement du systeme SAM dans CRISPRa?22
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L’obtention d’'une bonne efficacité de I'édition génomique est donc dépendante de
I'efficacité de transfection du complexe nucléase Cas9 - ARN guide, ainsi que son acheminement
dans le noyau dans lequel est localisé la séquence cible a modifier (Figure 35).

Transcription de la ribonucléase Cas9
+

ARNg

Figure 35 : Acheminement de Cas9 et de son ARNg dans la cellule’22

I.4.2 Comment cibler une cellule spécifiquement ?

Comme nous 'avons abordé dans les parties précédentes, il existe différents moyens de vectoriser
le systéeme CRISPR-Cas9 : soit via des vecteurs viraux dont on aura préalablement déterminé le
tropisme, soit par des vecteurs non viraux (physique ou chimique). Mais ce systéme constitué de
deux éléments peut étre acheminé jusque dans la cellule cible sous deux formes: soit via des
plasmides utilisés pour exprimer la protéine Cas9 et son ARNg, soit des systémes dans lesquels la
protéine Cas9 est directement complexée a I’ARNg.

1.4.2.1 Plasmide exprimant Cas9 et 'TARNg

Comme nous l'avons vu précédemment, il existe différents types de plasmides disponibles pour
le transfert de Cas9 et de ’ARNg. Néanmoins certaines regles communes sont a respecter afin de
controler au mieux les parameétres de la manipulation.

1.4.2.1.1 Structure fonctionnelle
Un plasmide est produit par une bactérie, il se présente sous la forme d’'un matériel génétique
cylindrique composé au minimum des éléments suivants (Figure 36 — Tableau 4) :
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Figure 36 : Architecture plasmidiquel2”

Séquence d'ADN qui dirige l'initiation de la réplication plasmidique en recrutant
des éléments de la machinerie cellulaire nécessaire a son déroulement. L'ORI est
essentiel pour donner la capacité au plasmide a étre amplifié (ce qui est une
caractéristique importante pour laquelle les plasmides sont pratiques et faciles
a utiliser).

Permet la sélection de bactéries contenant des plasmides en offrant un avantage
de survie a I'hdte bactérien. Chaque bactérie peut contenir plusieurs copies d'un
plasmide individuel et, idéalement, répliquerait ces plasmides lors de la division
cellulaire en plus de leur propre ADN génomique. Pour assurer la rétention de
I'ADN plasmidique dans les populations bactériennes, un géne de résistance aux
antibiotiques (c'est-a-dire un gene dont le produit confére la résistance a
I'ampicilline) est inclus dans le plasmide. Ces bactéries sont ensuite cultivées en
présence d'ampicilline. Dans ces conditions, il existe une pression sélective pour
conserver I'ADN plasmidique, malgré la charge de réplication supplémentaire,
car les bactéries sans I'ADN plasmidique ne survivraient pas au traitement
antibiotique. Il est important de distinguer que le géne de résistance aux
antibiotiques est sous le contréle d'un promoteur bactérien et qu'il est donc
exprimé dans la bactérie par un mécanisme de transcription bactérien.

Court segment d'ADN contenant plusieurs sites d'enzymes de restriction,
permettant une insertion facile de 'ADN par digestion et ligature d'enzymes de
restriction. Dans les plasmides d'expression, le MCS est souvent situé en aval
d'un promoteur, de sorte que lorsqu'un géne est inséré dans le MCS, son
expression sera dirigée par le promoteur. En regle générale, les sites de
restriction dans le MCS sont uniques et ne sont pas situés ailleurs dans le
squelette du plasmide.
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L'insert est le géne, le promoteur ou un autre fragment d'ADN cloné dans le
Insérer MCS. L'insert est typiquement 1'élément génétique que 1'on souhaite étudier a
l'aide d'un plasmide particulier.

Le promoteur est congu pour recruter des mécanismes de transcription a partir
d’'un organisme ou d’'un groupe d’organismes particulier. Cela signifie que si un
plasmide est destiné a étre utilisé dans des cellules humaines, le promoteur sera
une séquence promotrice humaine ou mammifére. Le promoteur peut
Région également diriger 1'expression spécifique dans une cellule, ce qui peut étre
promotrice obtenu par un promoteur spécifique a un tissu (par exemple, un promoteur
spécifique du foie). La force du promoteur est également importante pour
controler le niveau d'expression de l'insert (c'est-a-dire qu'un promoteur fort
dirige une expression élevée, alors que des promoteurs plus faibles peuvent
diriger des niveaux d'expression bas / endogénes).

Le marqueur de sélection est utilisé pour sélectionner les cellules qui ont
absorbé avec succes le plasmide dans le but d’exprimer l'insert. Le marqueur de
sélection permet de sélectionner une population de cellules ayant absorbé le
Marqueur plasmide et pouvant étre utilisées pour étudier l'insert.Le marqueur de
sélectionnable | sélection se présente généralement sous la forme d'un autre géne de résistance
aux antibiotiques (cette fois sous le contréle d'un promoteur non bactérien) ou
d'une protéine fluorescente (pouvant étre utilisée pour sélectionner ou trier les
cellules par visualisation ou par FACS).

Une courte séquence d'ADN simple brin utilisée comme point d'initiation pour

Site de reliure = 1'amplification par PCR ou le séquencage de I'ADN du plasmide. Les amorces

d'apprét peuvent étre utilisées pour vérifier la séquence de l'insert ou d'autres régions du
plasmide.

Tableau 4 : Composants plasmidiques minimum?27

1.4.2.1.2 Mode de fonctionnement

Il faut noter que I’ADN transfecté doit entrer dans le noyau pour la production d’ARN messager et
d’ARNg. L’ARNm conduira par le biais d’'un détournement de la machinerie cellulaire de la cellule
héte ala production de la protéase Cas9, et 'ARNg sera utilisé dans un second temps afin de guider
cette protéine. Il faut néanmoins prendre en considération le risque d’intégration de ce matériel
génétique dans le génome de la cellule hote.

Il est aujourd’hui possible d’avoir un ciblage d’un seul géne (Figure 37)128 ou de plusieurs genes
(Figure 38)129 a 1a fois par le biais de cette technique.
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Figure 37 : Structure d’un plasmide ciblant un seul géne 128

(A) La construction des sgRNA est réalisée a la suite d'une PCR de 6 amorces chevauchantes.
La séquence variable est couverte par deux amorces (1_sgRNA_fw et 2_sgRNA_fw) et la partie
structurelle contenant le sgRNA et les ribozymes adjacentes est composée de quatre amorces
(D_sgRNA_struc_fw et A, B et C_sgRNA_struc.).

(B) La construction finale HH-sgRNA-HDV est flanquée de sites de restriction Bpil (enzyme de
restriction)!30 avec un site de fusion ouvert Fs2 (57) et Fs3 (3).

(C) Les plasmides CRISPi contiennent tous les éléments nécessaires a l'expression de hCas9
et sgRNA dans P. pastoris, HH - sgRNA - HDV et une cassette d'expression vide HH - sgRNA -
HDV avec des sites internes Bpil entre le promoteur et le terminateur sgRNA (Fs 2,3 linker). ),
permettent 'assemblage direct des plasmides finaux (D).

(E) Les plasmides finaux présentent une séquence CEN6 / ARS4 pour l'expression
épisomique, un marqueur de résistance pour la sélection positive chez E. coli et P. pastoris,
une unité d'expression pour hCas9 (3 promoteurs différents, PPFK300, PLAT1 et PScTEF1
disponibles) et l'expression unité pour l'unité HH - sgRNA - HDV sous le contréle du
promoteur PGAP et du terminateur TRPS25A.
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Figure 38 : Structure d'un plasmide ciblant plusieurs génes 129

La figure 34 illustre le kit du systeme d'assemblage Multiplex CRISPR-Cas9 (commercialisé par
I'entreprise Addgene) permettant la construction de vecteurs CRISPR-Cas9 tout-en-un qui
exprime plusieurs ARNg (2-7) et une nucléase Cas9. Plusieurs cassettes d'ARNg sont assemblées
al'aide de la méthode de clonage Golden Gate 131 médiée par Bsal. Le kit contient 18 plasmides :
pX330A-1x [2-7], pX330A_D10A-1x [2-7] et pX330S- [2-7].

1.4.2.2 Protéine complexant Cas9 et '’ARNg

L’autre maniere permettant 'acheminement de la nucléase Cas9 se réalise sous forme d’une
protéine complexée a I’ARNg (formant un complexe Ribo Nucléo Protéique (RNP)), ce systeme
s’affranchit alors de 'ADN utilisé dans la précédente méthode décrite (Figure 39). Ces systémes
représentent donc une alternative intéressante, car le complexe RNP est directement
opérationnel des son entrée dans le cytoplasme sans risque d’intégration de I’ADN. De plus, la
délivrance de la nucléase Cas9 conduit a un meilleur contréle de son expression, atténuant ainsi
son activité « Off Target », c’est-a-dire « hors cible ». Ainsi, les RNP clivent I'ADN chromosomique
presque immédiatement apres leur délivrance dans la cellule et se dégradent rapidement dans
ces derniéres, réduisant ainsi les effets hors cible 132,
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Figure 39 : Mode de délivrance Cas9-gRNA sous forme de RNP 133

En outre, 'administration de RNP est moins stressante pour les cellules souches embryonnaires
humaines, produisant au moins deux fois plus de colonies que la transfection plasmidique13+.

Mais pour cela une libération intracellulaire efficace des protéines est nécessaire. Les méthodes
actuelles d'administration des protéines que nous avons vus précédemment souffrent
généralement d'une faible tolérance au sérum, d'une faible fuite endosomale et d'une efficacité in
vivo limitée135. D’apres les publications de John A. Zuris et son équipe, les réactifs de transfection
d'acide nucléique cationiques communs peuvent libérer des protéines qui sont fusionnées a des
protéines super-chargées négativement, qui contiennent des domaines anioniques naturels ou
qui se lient de maniere native a des acides nucléiques anioniques!3e.

Cette approche implique la délivrance efficace de concentration en nanomolaire de recombinase
Cre, d'activateurs de transcription basés sur Cas9, et de complexes nucléase Cas9 : sgRNA dans
des cellules humaines en culture dans un milieu contenant 10% de sérum. La délivrance de
complexes Cas9: sgRNA non modifiés avait alors entrainé jusqu'a 80% de modification du génome
avec une spécificité sensiblement plus élevée par rapport a la transfection d'ADN. Cette approche
a également permis une délivrance efficace des complexes Cre recombinase et Cas9: sgRNA dans
l'oreille interne de souris in vivo, permettant une recombinaison a 90% et une modification du
génome a 20% par Cas9 dans les cellules.

— Précision sur la recombinase Cre :

La Cre recombinase est une enzyme tyrosine recombinase dérivée du bactériophage P1. L'enzyme
utilise un mécanisme similaire a la topoisomérase I pour réaliser des recombinaisons spécifiques
a un site. Cette intégrase fait partie de la famille des recombinases spécifiques de site et elle est
connue pour catalyser la recombinaison spécifique de site entre deux sites de reconnaissance
d'ADN (sites LoxP). Les produits de recombinaison induite par Cre sur les sites LoxP dépendent
de I'emplacement et de l'orientation relative des sites LoxP. Deux especes d'ADN distinctes
contenant des sites LoxP peuvent subir une fusion suite a la recombinaison induite par Crel37.

Cette recombinase est généralement utilisée dans le cadre de I'usage de CRISPR-Cas9 avec un
plasmide HDR ou Knockout. Apres la sélection par la Puromycine, les cellules peuvent étre
transfectées avec le Vecteur Cre pour exciser le matériel génétique inséré durant la phase de
réparation de I'ADN homologue, tel que le gene de résistance a cet antibiotique. Le vecteur Cre
peut contenir un promoteur CMV pour diriger I'expression de la recombinase Cre (Figure 40).
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Figure 40 : Fonctionnement de la recombinase Crel3”

1.4.3 Quel systeme d’expression choisir ?
Apres avoir défini I'objectif de la manipulation génétique a réaliser, et comment cibler la cellule
devant subir cette modification, il faut choisir le systéme d’expression permettant cette action.

CRISPR nécessite a la fois la protéase Cas9 et un ARNg exprimé dans la cellule cible. Pour les types
de cellules faciles a transfecter (par exemple, les cellules HEK293), une transfection avec des
réactifs de transfection standard peut étre suffisante pour exprimer la machinerie CRISPR138. Pour
les cellules plus difficiles (par exemple les cellules primaires), le transfert par un vecteur viral des
réactifs CRISPR peut étre plus approprié!3®. Dans les cas ou l'édition hors cible est une
préoccupation majeure, les complexes de ribonucléoprotéine (RNP) Cas9-gARN sont avantageux
en raison de I'expression transitoire de Cas9.

Le tableau 5 résume les principaux systemes d'expression et les principales variables pour
l'utilisation de CRISPR dans des cellules de mammifére. Certaines des variables incluent :

- L’espéce de I'enzyme Cas et d'ARNg

- L’espéce de promoteur et modeéle d'expression du promoteur pour I'enzyme Cas et 'ARNg
- Laprésence d'un marqueur sélectionnable (médicament ou fluorophore)

- Laméthode de livraison
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Systeme d'expression

Composants du systéeme

Application

Vecteur d'expression

Le promoteur de I'enzyme Cas peut étre constitutif
(CMV, EF1alpha, CBh) ou inductible (Tet-ON). Le
promoteur U6 est généralement utilisé pour
I'ARNg.

Expression transitoire ou
stable de Cas9 et / ou d'ARNg
dans une lignée cellulaire de

mammiféere . 5 mammifére pouvant étre
Peut contenir un géne rapporteur (par exemple, i
GFP) pour identifier et enrichir les cellules transfectee :jlvec,un
positives, ou un marqueur de sélection pour rendement élevé
générer des lignées cellulaires stables
e  Expression stable et
ajustable de Cas9 et / ou
d'ARNg dans une grande
Cas9 et ARNg peuvent étre présents dans un seul ., g o, &
. variété de lignées
vecteur de transfert lentiviral ou dans des vecteurs .
L, cellulaires de
de transfert séparés R
mammiferes
. Peut contenir un géne rapporteur (Ex. : GFP) ou un
Transduction , & . PP . _(, )_ . e  Utile pour les types de
.. marqueur de sélection pour identifier et enrichir G
lentivirale o cellules difficiles a
les cellules positives .
transfecter. Peut aussi
Les plasmides d’emballage et d’enveloppe étre utilisé in vivo
fournissent les composants nécessaires a la .
L . . e Un choix commun pour
fabrication de particules lentivirales) L ),
la réalisation d’écrans du
génome entier avec
CRISPR
e  Expression transitoire ou
stable de SaCas9 et / ou
Limite de conditionnement ~ 4,5 kb (compatible d'ARNg
uniquement avec les enzymes Cas plus petites) o0 Titiens des cllines an
Transduction AAV Les éléments CRISPR sont insérés dans un vecteur division et non en
de transfert AAV et utilisés pour générer des division
particules AAV e AAVestla méthode la
moins toxique pour la
délivrance virale in vivo
e  Expression transitoire de
composants CRISPR
e L'expression diminue a
Les réactions de transcription in vitro générent I'ARNm mesure que I'ARN se
Livraison d'ARN de Cas9 = et]'ARNg de Cas9 matures, qui sont ensuite délivrés dégrade dans la cellule
et d'ARNg aux cellules cibles par microinjection ou

électroporation. e  Une courte fenétre
d'expression de
composant CRISPR peut
réduire les effets non

ciblés
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Systéme d'expression Composants du systéme Application

e  Peut étre utilisé pour
générer des embryons
transgéniques

e  Expression transitoire de

La protéine Cas9 purifiée et ' ARNg transcrit in composants CRISPR

Complexes de . o
vitro sont combinés pour former un complexe Cas9-

ribonucléoprotéines
(RNP) Cas9-gARN

e Une courte période
gARN, qui est délivré aux cellules a l'aide de lipides d'activité de CRISPR peut

cationiques P
a réduire les effets non

ciblés
Tableau 5 : Principaux systemes d'expression dans l'utilisation de CRISPRI#0

I.4.4 Comment sélectionner la séquence cible et concevoir ’TARNg ?
Une fois que les composants de CRISPR et la méthode de livraison ont été choisis, il faut
sélectionner une séquence cible et concevoir 'ARNg.

1.4.4.1 Connaitre la lignée cellulaire / organisme et la séquence génomique

Lorsque cela est possible, il faut séquencer la région que l'on prévoit de modifier avant de
concevoir votre ARNg, car la variation de séquence entre votre séquence de ciblage d'ARNg et
I'ADN cible peut entrainer une réduction du clivage. Le nombre d'alleles pour chaque gene peut
varier en fonction de la lignée cellulaire ou de I'organisme, ce qui peut affecter I'efficacité observée
de knock-out ou CRKPR de CRISPR.

1.4.4.2 Sélectionner le gene et I'élément génétique a manipuler

Afin de manipuler un géne donné a 1'aide de CRISPR, il est nécessaire d’identifier la séquence
génomique du gene qui doit étre ciblée. Cependant, la région exacte du géne qui sera ciblée
dépendra de 'activité que I'on voudra exercer. Par exemple :

- Pour activer ou réprimer un géne cible a l'aide d'activateurs dCas9 ou de répresseurs dCas9,
les ARNg doivent étre ciblés sur le promoteur responsable de I'expression du géne d'intérét.

- Pour les knock-outs, les ARNg ciblent généralement des exons exprimés de maniére
constitutive en 5', ce qui réduit les chances que la région ciblée soit retirée de I'ARNm en
raison d'un épissage alternatif. Les exons proches de I'extrémité N-terminale sont visés, car
les mutations des alleles décalant la trame du génome augmentent la probabilité de
production d'un produit protéique non fonctionnel.

- Il est également possible que les ARNg soient conc¢us pour cibler des exons qui codent pour
des domaines protéiques essentiels. L'avantage de cette approche est que méme les alleles
non dépendant du cadre peuvent modifier la fonction des protéines lorsqu'ils se produisent
dans des domaines protéiques importants.

- Pour les expériences d'édition de génes utilisant le HDR, il est essentiel que la séquence cible
soit trés proche de I'emplacement du montage souhaité, idéalement a moins de 10 pb. Dans
ce cas, il est nécessaire d'identifier 'emplacement exact ou la modification doit avoir lieu et
de sélectionner une séquence cible a proximité.
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1.4.4.3 Sélectionner les ARNg sur la base des activités prévues et non ciblées

Une séquence PAM est absolument nécessaire pour que Cas9 se lie a I'ADN cible. En tant que tel,
on peut commencer par identifier toutes les séquences de PAM dans la région génétique a
cibler. S'il n'y a pas de séquences PAM pour I'enzyme choisie dans la séquence souhaitée, il est
possible d’envisager d'autres enzymes de Cas. Une fois que les séquences PAM possibles et les
sites cibles putatifs ont été identifiés, il faut choisir le site susceptible de générer le clivage le plus
efficace sur la cible.

La séquence cible d'ARNg doit correspondre au locus cible, mais il est également essentiel de
s'assurer que la séquence cible d'’ARNg ne corresponde pas a des sites (autres) supplémentaires
dans le génome. Dans I'idéal, 1a séquence cible d'’ARNg aurait une homologie parfaite avec la cible
sans homologie ailleurs dans le génome. Mais en réalité, une séquence cible d'ARNg aura une
homologie partielle avec des sites supplémentaires dans le génome. Ces sites sont appelés « off-
target » (trad. : hors cible) et doivent étre examinés lors de la conception de 'ARNg. En général,
les sites non ciblés ne sont pas clivés aussi efficacement lorsque des disparités apparaissent pres
de la séquence PAM. Par conséquent, les ARNg sans homologie ou présentant des disparités

......

est également envisageable d’utiliser une enzyme Cas haute fidélité.

En plus de I'activité off-target, il est également important de prendre en compte les facteurs qui
maximisent le clivage de la séquence cible souhaitée ou de I'activité sur cible. Deux séquences de
ciblage d'ARNg présentant une homologie de 100% avec leurs cibles d'ADN peuvent ne pas
aboutir a une efficacité de clivage équivalente. En effet, I'efficacité du clivage peut augmenter ou
diminuer en fonction des nucléotides spécifiques dans la séquence cible sélectionnée. Par
exemple, des séquences de ciblage d'’ARNg contenant un nucléotide G en position 20 (1 pb en
amont de la PAM) peuvent étre plus efficaces que des ARNg contenant un nucléotide C a la méme
position, bien qu'ils correspondent parfaitement a la séquence cible.

De nombreux programmes de conception d'ARNg peuvent localiser des séquences PAM et cibles
potentielles et classer les ARNg associés en fonction de leur activité prédite sur cible et hors
cible. De plus, de nombreux plasmides contenant des ARNg validés sont maintenant disponibles
chez différentes biotech les commercialisant. Ces plasmides contiennent des ARNg qui ont été
utilisés avec succes dans des expériences d'ingénierie génomique.

1.4.4.4 Synthétiser et cloner les ARNg souhaités

Une fois que les séquences cibles ont été sélectionnées, il faut concevoir les oligos d'ARNg et les
cloner dans le vecteur souhaité. Dans de nombreux cas, les oligos de ciblage sont synthétisés, et
insérés dans des plasmides contenant I'échafaudage d'ARNg en utilisant un clonage standard par
ligature de restriction. Cependant, la stratégie de clonage exacte dépendra du vecteur d'ARNg
choisi.

1.4.4.5 Livrer Cas9 et ARNg

Il est primordial de choisir une méthode de livraison compatible avec le systéeme
expérimental. L'efficacité de CRISPR dépend de la méthode d'administration et du type de
cellule. Avant de procéder a la manipulation, il peut étre nécessaire d’optimiser les conditions de
livraison comme cela a pu étre développé dans les précédentes parties.

14.4.6 Valider la modification génétique

Une fois que la protéine Cas et les gRNA ont été délivrés avec succes dans les cellules cibles, il est
important de valider la modification du génome. L’édition CRISPR produit plusieurs génotypes
possibles au sein de la population cellulaire résultante. Certaines cellules peuvent étre de type
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sauvage (donc non modifiées) en raison d'un manque d'expression de I'ARNg et / ou de Cas9, ou
d'un manque de clivage cible efficace dans les cellules exprimant a la fois Cas9 et I'ARNg.

Les cellules éditées peuvent étre homozygotes ou hétérozygotes au niveau du locus cible. De plus,
dans les cellules contenant deux alléles mutés, chaque allele muté peut étre différent en raison de
la nature sujette aux erreurs de NHE]. Dans les expériences d'édition de génes HDR, la plupart des
alleles mutés ne contiennent pas I'édition souhaitée, car un pourcentage important de DSB est
toujours réparés par NHE].

La méthode exacte nécessaire pour valider une modification génétique dépend de I'objectif
voulu. Il existe cependant plusieurs moyens de vérifier que les cellules contiennent 1'édition
souhaitée, notamment via :

- Un test de clivage par mésappariement (pour les DSB réparés par NHE]): cela fournit une
lecture semi-quantitative du pourcentage d'alleles mutés au sein d'une population de cellules
mélangées. La région d'intérét est amplifiée par PCR, les produits de PCR sont dénaturés-
renaturés, traités avec une nucléase qui clive les hétéroduplexes de I'ADN et passés sur un gel
d'agarose pour identifier les fragments d'ADN.

- Une PCR et digestion de restriction (pour les DSB réparés par HDR) : pour les modifications
de petits nucléotides introduisant un nouveau site de restriction. La région d'intérét est
amplifiée par PCR, digérée avec l'enzyme de restriction appropriée et passée sur un gel
d'agarose pour identifier les fragments d'ADN.

- Une amplification PCR et électrophorése sur gel (pour HDR ou NHE]) : pour les grandes
délétions ou les insertions, la région d'intérét peut étre amplifiée par PCR en utilisant des
amorces qui, soit encadrent la région d'intérét (délétions ou petites insertions), soit couvrent
le génome qui insere la limite (insertions seulement). Le produit de PCR est ensuite passé sur
un gel d’agarose pour déterminer si la vérification a réussi.

- Une amplification PCR, sous-clonage et séquencage de Sanger (pour HDR ou NHE]) qui fournit
une évaluation semi-quantitative de la fréquence de ciblage et de la séquence exacte des
alleles ciblés. Cela implique 1'amplification par PCR de la région ciblée a partir de I'ADN, le
sous-clonage dans un plasmide et le criblage de clones individuels.

- Une amplification PCR et séquencage de nouvelle génération (pour HDR ou NHE]) qui fournit
une évaluation quantitative des modifications du génome dans la séquence cible et peut
également étre utilisée pour examiner les effets non ciblés.
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Conclusion intermédiaire

Apres avoir revu les postulats sur lesquels se fondent la biotechnologie CRISPR-Cas9, de la
découverte de I'ADN, en passant par les fondements de la virologie et la synthése
d’oligonucléotide, la technique a été expliquée étape par étape a la maniére de la conception d’'une
expérience.

Transition

A présent, il semble pertinent de faire un état des lieux des réalisations possibles aujourd’hui en
2019: les freins rencontrés et les leviers d’amélioration de cette biotechnologie. Enfin, seront
abordées les pathologies faisant I'objet d’essais cliniques, et celles dont I'ambition laisse a penser
qu’elles pourront étre candidates a ce mode d’édition du génome.
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II. AUJOURD'HUI

Cette technologie, qui devrait atteindre 3,61 milliards de dollars de revenus d’ici 2021141, semble
pouvoir encore s’'améliorer. Au lendemain des « bébés CRISPR »142, il est intéressant de revenir
sur les parametres permettant d’optimiser la méthode et d’éviter certains risques liés a la fois aux
modifications du génome, mais plus globalement a 'emploi de cette technique.

[I.1 Etatdes lieux

CRISPR-Cas9 s’est établi comme un puissant outil moléculaire dans de nombreux domaines
d’études biologiques ou il est utile de cibler ou de modifier les séquences d’ADN spécifiques
dérivées a l'origine du systéme immunitaire adaptatif bactérienl43. Cette nucléase Cas9 peut
localiser et cliver un ADN cible via un ARN guide, et éditer 'ADN cible aux locus souhaités dans
les cellules eucaryotesi44. Cependant, dans le contexte de grands génomes eucaryotes, la protéase
est connue pour se lier et cliver des sites non ciblés145 ce qui n’était pas le cas des outils tels que
les doigts de zinc ou les TALEN. Des travaux permettant d’améliorer et comprendre la spécificité
de Cas9 sont donc d’'une importance cruciale.

Récemment, plusieurs améliorations ont été mises au point pour I'enzyme sauvage de Cas9
dérivée Streptococcus pyogenes (nucléase la plus utilisée pour I'édition du génome). Initialement,
les scientifiques ont fait appel a des solutions bioinformatiques pour la sélection de la séquence
de 'ARN guide permettant la reconnaissance des cibles génomiques apparentées ayant une
homologie de séquence minimale a travers I'ensemble du génome que 'on cherchait a modifier.
Bien que cette méthode se soit révélée raisonnablement efficace, certains profils subséquents ont
conservé une activité hors cible in vitrol46 et in vivo 147 qui ont conduit a la premiere série de
recommandations basées sur les données pour la sélection du site cible. Ces outils informatiques
vont donc permettre en fonction du locus ciblé et 'espéce dans laquelle on souhaite réaliser une
modification, que les modeles informatiques classent les ARNg par spécificité probable et
informent sur les sites susceptibles d’étre « hors cible ».

Cependant, le nombre de sites « hors cible » potentiels reste incertain puisque la précision de la
prédiction in silico peut varier. Ainsi, un axe d’amélioration se fonde sur les méthodes de détection
et de quantification « hors cible ». Dans cette démarche, plusieurs protocoles pour la détection
non biaisée de l'activité « hors cible » de Cas9 a 1'échelle du génome dans les cellules ont
récemment été décrits 148, et sont des compléments importants a la détection biaisée « hors cible »
des méthodes basées sur la prédiction in silico et le séquengage ciblé149. En plus de ces protocoles,
des outils de calcul ont été développés pour aider a la conception d’ARN guide et prédire les sites
« hors cible » en prenant en compte la compréhension approfondie des spécificités cellulaires
incluant les caractéristiques détaillées de la séquence « hors cible » et les orthologues de Cas9.

Enfin, de nombreuses méthodes ont été développées pour améliorer la spécificité en utilisant des
orthologues naturels ou artificiels de Cas9, I'ingénierie de la protéine Cas9 ou de I’ARN guide, ou
par modulation de la cinétique et de la régulation des composants CRISPR dans la cellule. Entre
temps, l'utilisation de Cas9 inactivées : « dCas9 » pour cibler les sites de fixation comme les sites
de régulation transcriptionnelle qui représentent une distinction particuliére entre la recherche
de la cible de Cas9 et le mécanisme nucléolytique. La spécificité de CRISPR doit également étre
considérée dans un sens plus large pour inclure le type, et la spécificité temporelle et spatiale.
Enfin, la standardisation des méthodes d’analyse « hors cible » et la communication des données
dans les publications de recherche seraient utiles pour permettre des comparaisons entre les
études et de meilleurs algorithmes pour la conception d'ARN de guidage.
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[I.2 Axes d’améliorations

[1.2.1 Détection biaisée des actions « hors cible » dans le génome

A ce jour, I'approche prédominante pour identifier I'activité hors cible de la nucléase Cas9 a été
utilisée pour prédire par calcul les sites probablement « hors cible » en fonction des homologies
de séquence, puis pour évaluer toute activité d’édition potentielle a l'aide de techniques
enzymatiques sensibles aux séquences en désaccord avec les endonucléases, séquencage de
Sanger ou analyse en profondeur des séquences cibles!50151, Ces prédictions sont a priori critiques
car 98% des Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9) ont des ARN guides qui ont dans les
promoteurs et les exons humains au moins un site « hors cible » avec trois incompatibilités ou
moins, et les études fondamentales de spécificité Cas9 ont démontré que les sites avec trois
inadéquations ou moins sont nettement plus susceptibles d'étre clivés que d’autres sites!49152, La
sélection du site cible la plus unique possible est donc une stratégie importante pour améliorer la
guides possibles pour atteindre le méme résultat expérimental (c’est-a-dire en détruisant un géne
en introduisant un ou des indels dans un exon d'intérét).

L’unicité de la séquence est donc un filtre initial important pour la sélection des ARN guides avec
des sites potentiels « hors cible » avec une homologie de séquence élevée. Cependant, comme le
nombre d’inadéquations par rapport au site cible augmente, le nombre total potentiel de sites
«hors cible » augmente également de fagon spectaculaire. Par exemple, un ARN guide de
référence concu pour cibler le locus EMX1 sans décalage sauf pour site « hors cible » d’'une
inadéquation dans le génome de référence hg38, a 10 sites «hors cibles» avec deux
inadéquations, 69 sites pour trois inadéquations et jusque 27 480 sites pour six inadéquations153.

Par conséquent, méme un séquengage ciblé est biaisé par un petit nombre de sites qui peuvent
échapper a I'analyse du génome modifié par Cas9. En effet, il a été rapporté que des sites « hors
cibles » ont été clivés par Cas9 et ont conduit jusqu’a 6 inadéquations par rapport a la séquence
de guidage, ce qui démontre le risque de manquer des événements détectables en fixant des seuils
trop bas en terme de nombre d’inadéquations pour des raisons pratiques. En outre, la plupart des
outils de prévision informatisés pour détecter les sites «hors cible » ne permettent pas
d’envisager des séquences de sites non ciblés présentant des lacunes, des renflements ou un motif
alternatif protospacer adjacent (PAM) (motifs de séquence reconnus par Cas9 directement en 3'
de la séquence guide correspondante dans I'ADN cible : typiquement 5’-NGG pour SpCas9, mais
aussi 5'-NAG avec une efficacité moindre)154,

A l'avenir, les essais reposant sur le séquencage ciblé de sites « hors cible » pourraient devenir
une norme en raison de leur sensibilité et de leur précision. Les méthodologies actuelles ayant
une limite de détection inférieure d'environ 0,1%, soit 1/1000 inadéquation?ss. Il est suggéré que
I'essai Surveyor (plus simple et rapide) ne soit utilisé que lorsque le premier passage de clivage
par la protéase est rapide et que les mesures d’efficacité du clivage sont nécessairesl4s. Le test
Surveyor est généralement quantifié en analysant lintensité de la bande d’images
électrophorétiques sur gel, et on pense que la limite de détection d’environ 5% de I'indel, ce qui
le rend impropre a la plupart des détections d’événements « hors cibles ». Enfin, le séquencage
ciblé est peut-étre mieux a méme de vérifier I'activité sur des sites « hors cible » découverte par
des méthodes non biaisées, couvrant 'ensemble du génome156
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[1.2.2 Détection non biaisée des actions « hors cible » dans le génome

Aborder les limitations actuelles associées aux prévisions in silico de potentiels sites « hors cible »
par plusieurs méthodes non biaisées ont récemment été rapportées pour mesurer l’activité « hors
cible » de Cas9 sur le génome!57. Les protocoles basés sur le séquencage profond tel que BLESS153,
HTGTS158, GUIDE-seq!59, capture IDLV160 et Digenome-seq!¢! qui sont des méthodes non biaisées
démontrent que la séquence d'homologie seule n'est pas totalement prédictive des sites « hors
cible ». En outre, bien que le PAM ait tendance a étre le prédicat le plus strict de la fidélité de
reconnaissance de la cible par rapport a la séquence guide, une mutageneése non ciblée a
également été observée au niveau des PAM non canoniques, confirmant que les méthodes peuvent
mangquer des sites « hors cible » importants de Cas9.

Cependant, selon I'approche utilisée pour analyser le clivage de '’ADN induit par Cas9, les
méthodes non biaisées ont tendance a étre moins sensibles et avoir un débit inférieur a celui du
séquencage ciblé (vu précédemment). De plus, il est généralement nécessaire de séquencer une
plus grande partie du génome, et les protocoles a mettre en place sont beaucoup plus complexes.
Par conséquent, il est actuellement difficile de générer des données « hors cible » a une échelle
nécessaire pour déterminer adéquatement un modele prédictif de spécificité. Néanmoins, ces
approches restent utiles pour les chercheurs cherchant a valider des séquences d’ARN guide
individuellement dans leur systeme expérimental.

GUIDE-seq et Digenome-seq ont une sensibilité pour détecter des événements non ciblés a
environs 0,1%, soit 1 événement sur 1000, alors que la capture IDLV a une sensibilité de 1%, la
ou les méthodes BLESS et HTGTS n'ont pas explicitement rapporté leur sensibilité. Il convient
donc de noter que tous ces taux de sensibilité varient selon différents parameétres qui sont a la fois
liés au nombre de cellules testées dans I'expérimentation, la profondeur de séquencage et les
méthodes bioinformatiques utilisées pour différencier les événements de clivage induit par Cas9
et ceux dus au bruit de fond. Ainsi, les différences de sensibilité de détection rapportées entre les
différents protocoles ne refletent pas nécessairement la meilleure méthode de détection « hors
cible », mais montrent la nécessité de techniques d’optimisation.

Conclusion intermédiaire

Les futures générations de ces méthodes devraient permettre d’améliorer la précision et le débit,
ainsi que de réduire le nombre de cellules requises pour ces tests. En résumé, ces méthodes
biaisées et non biaisées peuvent et devraient étre utilisées de maniere complémentaire. Par
exemple, des sites « hors cible » peuvent étre découverts in vitro (par exemple par Digenomeseq),
dans des types de cellules faciles a cultiver (par exemple par HTGTS, ou par GUIDE-seq), ou méme
in vivo (par exemple par BLESS) dans des lignées cellulaires d’intérét par séquencgage ciblé. Bien
que des combinaisons de méthodes biaisées et non biaisées aient été utilisées pour un petit
ensemble d’ARN guide, des ensembles de données plus importants seront nécessaires pour
déterminer le degré de précision pour la détection in vitro de modification « hors cible ». Ces types
de collection de données conduiront a une amélioration continue d’outils de bioinformatique pour
la sélection de sites cibles, ces améliorations seront a considérer dans la perspective du
développement du machine learning (trad.: apprentissage automatique informatisé) et de
l'intelligence artificielle.
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[1.2.3 Sélection des ARN guides et modeles prédictifs

De nombreux outils et applications en ligne ont été développés pour la conception in silico des
ARN guides etla prédiction de leurs sites « hors cible ». Certains, comme BLAST162 (pour les guides
pré-designer) ou Cas-OFFinder!63, permettent d’identifier les sites « hors cible » via la similarité
de séquence et les classent en fonction de leur orthogonalité, tandis que d'autres méthodes
utilisent un calcul de score de spécificité (développé dans la précédente partie). Cette formule
note les guides sur la base d'une somme pondérée des disparités. Il a été établi que les disparités
entre les 5'du spaceur sont plus fréquemment tolérées que les disparités proximales de PAM. Cet
effet de "séquence d'ensemencement” a été corroboré par des expériences biochimiques
démontrant que Cas9 se déroule et se lie a 'ADN de maniere directionnelle en s'éloignant, ou de
3’ vers 5' par rapport a la PAM164, et que l'appariement correct de 1'extrémité 5’ de la séquence
guide est important pour le positionnement correct du domaine de la nucléase et la réussite
Clivage Cas9165. Au-dela de la pondération pour les mésappariements proximaux de PAM, le score
de spécificité reflete également la constatation que des inadéquations consécutives atténuent plus
'activité de Cas9 qu'un nombre équivalent de mésappariements espacés. De plus il est important
de recontextualiser ces résultats, en effet les directives qui ont été établies sont basées sur des
études de SpCas9, leur applicabilité a des orthologues couramment utilisés chez Cas9 restent donc
des extrapolations.

Globalement, ces outils bioinformatiques semblent généralement bien classer les ARN guides de
telle sorte que, pour un locus donné, les utilisateurs peuvent facilement sélectionner des
séquences de guidage optimisées tres spécifiques. Cependant, comme la compréhension des
mécanismes de Cas9 reste empirique, plusieurs mises en garde, ainsi que des pistes pour
I'amélioration de la prédiction, ont émergé.

Par exemple, il existe des rationnels suggérant que des sites «hors cible » avec de petites
insertions ou suppressions (InDels) dans la séquence ciblée ou dans des PAM alternatifs peuvent
étre clivés par Cas9, bien que ceci ne représente qu’une faible fréquence!53. De maniére similaire,
on sait que la spécificité de Cas9 varie en fonction d’autres variables telles que le type cellulaire,
I'espéce, le mode de livraison, et le dosage. Il est donc difficile d’intégrer toutes ces observations
de maniere systématique, afin que ces parametres soient pris en compte par les outils de
prédiction des « hors cible ».

Pour exploiter le potentiel de prédiction de cette approche in silico, il semble nécessaire de mettre
en place des outils capables de traiter ces ensembles de données afin d’'améliorer les modeéles de
calcul et de les rendre de plus en plus précis pour accroitre I'efficacité de désactivation des
nouveaux ARN guides!66. Plus récemment, une analyse groupée a été mise en ceuvre sur 9 914
variants d’ARN guide (couvrant la totalité des disparités uniques), et des ARN uniques
(permettant de provoquer un phénomene InDels), ciblant 65 cibles dans le génome, ont été
utilisés pour déterminer un score de détermination de fréquence de coupure (CFD) capable de
prédire la probabilité d'activité « hors cible »167,

Globalement, ces données soulignent la complexité de prédiction de la spécificité de Cas9 et de
I'importance de prendre en compte a la fois la position et le type de mésappariement par une
mesure comme le score CFD. En outre, dans une étude de validation, une corrélation a été établie
entre le CFD et l'activité « hors cible » observée sur 60 sites avec un ou deux mésappariements.
En regle générale, les ARN de guidage bien congus évitent les sites de mésappariement de un ou
deux nucléotides, les modeles doivent étre améliorés pour prévoir l'activité dans les sites de non-
concordance de trois ou quatre nucléotides. Les améliorations et idées futures seront
probablement tirées de I'analyse d’importants ensembles de données qui considere les sites non
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ciblés avec au moins un mésappariement ou un InDel. Enfin, les outils en ligne seront d’'une utilité
pratique pour la plupart des chercheurs, mais les bioinformaticiens peuvent tirer parti des
performances et de la souplesse des outils hors ligne, tels que CRISPRseek!68. Une comparaison
complete de ces outils informatiques peut étre trouvée avec l'outil CRISPR Software
Matchmaker?69,

[1.2.4 Orthologues Cas9 et nouvelles protéines CRISPR

Récemment, un plus large éventail de protéines Cas9 orthologue a été mis au point pour I'édition
du génome tels que le Staphylococcus aureus Cas9 (SaCas9). Sa taille est inférieure de 1kb a celle
du plus communément utilisé SpCas9 et donc facilement emballé dans un AAV apparié avec la
cassette d’expression de 'ARN guide pour I'édition in vivo du génomel70. SaCas9 démontre une
activité nucléasique tres efficace avec des séquences cibles de 21 a 24 Nt par rapport aux cibles
de 20 Nt utilisées pour SpCas9, tout en employant un PAM 5'-NNGRRT par opposition au 5'-NGG
de SpCas9. SaCas9 démontre également une efficacité de clivage sur les sites PAM de 5'-NNGRR.
[l reste donc a comprendre comment une séquence cible plus longue et une préférence pluslongue
de PAM affectent le génome de I'activité « hors cible » de SaCas9. Bien que les premiers résultats
obtenus avec les méthodes non biaisées BLESS et les protocoles GUIDE-seq semblent
prometteurs!53. Donner des guides identiques ciblant des sites avec des PAM RRT 5’-NGG
imbriqués, éditer avec SaCas9 contrairement a SpCas9, ont donné des fréquences d’InDels plus
faibles dans moins de sites « hors cible »153,

Les Cas9 dérivés de Neisseria meningitides (NmCas9) et de Streptococcus thermophilus (StCas9)
CRISPR1 et CRISPR3 ont également été concus pour I'édition du génome spécifique dans les
cellules de mammiféres!71172, Similaire a SaCas9, NmCas9 nécessite un PAM 5-NNNNGATT plus
complexe et utilise un espaceur plus long d’ARNt (21-24Nt) que SpCas9. Il est également
important de noter que méme si les PAM limitent la plage de ciblage dans le génome, ils limitent
également le nombre de sites « hors cible » pour un guide donné. Par exemple, les motifs NGG
apparaissent environ tout les 8 paires de base (pB), tandis que NNNNGATT est présent tous les
128pB173. Une étude de NmCas9 a montré que le nombre de discordance et d’InDel était
globalement amélioré par rapport a SpCas9, et que ceci est prometteur puisqu’il y avait une
absence d’édition sur tous les sites avec moins de trois mésappariements!’3. Cependant,
|'efficacité de modification de la cible est toujours inférieure a celle de SpCas9, probablement en
raison d'une faible activité de déroulement de I'ADN. De méme, les deux orthologues StCas9
pourraient étre plus spécifiques que les SpCas9 de type sauvage, mais ils souffrent également
d'une efficacité plus faible 172.

Cependant, les orthologues de Cas9 avec des profils de spécificité améliorés pourraient
probablement étre découverts ou améliorés par ingénierie. En examinant les bases de données
génomiques disponibles pour les loci de CRISPR de type II, plus de 56 espéces bactériennes ont
ainsi été identifiées avec de nouveaux tracrARN 174 De plus, les protéines Cas9 regroupées
phylogénétiquement dans le méme sous-groupe utilisent de maniére interchangeable leurs
duplexes d’ARNt-tracrRNA (double ARN) pour cliver 'ADN, ce qui suggére que les paires d’ARN
guide Cas9 pourraient étre optimisées en exploitant la diversité naturelle ou l'ingénierie afin
d’améliorer les architectures de guidage!”s (Figure 41).
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Figure 41: Arbre phylogénétique des orthologues de Cas9 reconstitué a partir de la sélection
des séquences multiples d’orthologues alignés?7s

En outre, la grande diversité des systemes CRISPR bactériens s’étend au-dela du systéme avec
Cas9 de type Il comme seule nucléase effectrice. REcemment, une nouvelle protéine CRISPR
nommée Cpfl a été découvert et a aussi été utilisée pour I'édition du génome humaint’s.
Egalement ciblé par un seul guide ARN, Cfp1 reconnait un PAM 5'-TTN en amont (plutdt que en
aval) du site cible et crée une épingle a cheveux de 5Nt pour faire une coupure double brin (DSB)
distalement a la PAM (Figure 42). La spécificité de Cpfl a I'échelle du génome a été récemment

analysée avec Digenome-seq et GUIDE-seq, et peut é&tre comparable ou supérieure a I'efficacité de
SpCas9 pour de nombreux ARN guides.
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Figure 42: Schéma représentatif de la structure du pre-crRNA.

— Cpfl clive au niveau du triangle noir

88



[1.2.5 Ingénierie des protéines et PAM sur-mesure

Par ailleurs, les ingénieurs en biologie ont rapidement optimisé et réussi a exploiter I'outil SpCas9,
en atteignant une précision croissante dans la compréhension de sa structure moléculaire et son
mécanisme exact (Figure 43).
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Figure 43 : Modéle de ciblage de I'ADN par Cas9 et clivage!”7

A. Cas9 en complexe avec I'ARN guide échantillonne le génome pour trouver des correspondances
de PAM, et sous-échantillonne les régions d'hétérochromatine dans certaines conditions.

B. Lors de la reconnaissance de PAM et de la liaison de I'ADN double brin, I'ADN est déroulé de
maniére directionnelle lorsque I'ARN guide interroge le brin cible pour rechercher des séquences
complémentaires.

C. Le brin d’ADN simple brin « hors cible » est stabilisé de maniere non spécifique a la séquence
dans le Nt-groove de Cas9. Une complémentarité incompléte ou une courte région de
complémentarité PAM-proximale de 15 Nt est suffisante pour la liaison Cas9. La complémentarité
presque complete de plus de 17 Nt d'ARN conduit a la formation d'un hétéroduplex d'ADN qui est
requis pour l'activation de la nucléase.
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D. Apres cette liaison au brin d'ARN, le domaine HNH subit un changement de conformation et
communique via un lieur au domaine RuvC. Les domaines catalytiques HNH et RuvC coupent
simultanément et respectivement le brin ADN simple brin cible et non cible. Cas9 peut rester liée
au site de coupe pendant une période prolongée avant de revenir a I'état pré-ciblage.

La premiére génération d'améliorations s’est basée sur la connaissance des deux domaines de
nucléase de Cas9 initialement identifiés a partir de la séquence homologiel’8. Par exemple, une
mutation ponctuelle (D10A) peut inactiver le domaine RuvC et changer la nucléase SpCas9 en une
nickase capable de ne couper que le brin d'’ADN complémentaire de 'ARN guidel?9. En utilisant
une paire d’ARN guide appariée, on peut créer deux cassures décalées qui vont permettre la
formation d’un InDel qui sera plus efficient, tout en améliorant la spécificité jusqu'a 1500 fois. Ce
phénomeéne est probablement lié au fait que les cassures simples brins sont réparées avec une
plus grande fidélité que les cassures double brin!8o.

S 1 +n bp sgRNA offset
g 1 5'overhang
sgRNA a &
’ target b 5
5 e w3
’ A v ;
3 — --. 5

target a
Cas9n ﬁm b

Figure 44 : Illustration d'une paire de cassure simple brin décaléel8!

Les paires de nickases appariées ont été utilisées pour générer efficacement des modéles de souris
sans modifications « hors cible » détectables, alors que le type sauvage Cas9 peut générer des
modifications non ciblées dont héritent les cellules filles182, Au-dela des nickases, une seconde
mutation ponctuelle dans le domaine catalytique de HNH crée une «dCas9» qui est une nucléase-
inactive. En fusionnant dCas9 avec le domaine nucléasique Fokl, et en utilisant les ARN guides
appariés, on peut créer un systéme dépendant de la dimérisation du systéme ce qui améliore
encore la spécificité (Figure 45) 183,

Figure 45: Illustration d'une paire de cassure simple brin décalée avec fusion Fokl 183

Une autre approche récente d’ingénierie des protéines est connue sous le nom de fusion SpCas9MT
-pDBD. Elle implique la liaison d’'une Cas9 mutée avec une liaison PAM atténuée (SpCas9MT) a un
domaine de liaison a 'ADN programmable (pDBD) tel qu'un ZF ou TALE qui cible I'ADN
génomique proche (vu précédemment). SpCas9OMT-pDBD a apporté des améliorations qui ont
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permis d’améliorer jusqu’a 150 fois la spécificité, probablement en tirant parti de la coopérativité
entre deux événements indépendants de liaison a I'ADN pour améliorer la spécificité, un peu
comme les stratégies nickase et Fokl précédemment développées.

Cependant, ces stratégies ont I'inconvénient de nécessiter des composants supplémentaires et de
plus grands transgénes. Récemment, une stratégie d'ingénierie rationnelle se basant sur la
structure cristalographique des nucléases SpCas9 et SaCas9 a généré une spécificité accrue
(respectivement eSpCas9 et eSaCas9). Ces Cas9 ne different que par 3 et 4 substitutions de codons
au sein du Nt-groove qui est le sillon de brin d'ADN non ciblé de Cas9156. Il est donc possible que
ces mutations affaiblissent la liaison de la protéase au brin non cible, ce qui encourage la
réhybridation de 'ADN en compétition avec la pénétration par 'ARN guide du brin d’ADN cible.
Avec la rigueur accrue de la correspondance ARN-ADN, ces Cas9 démontrent une réduction
drastique du nombre de sites « hors cible » a 1'échelle du génome, qui sont détectables par BLESS
ou le suivi séquencage ciblé. En outre, I'efficacité des cibles d’eSpCas9 semble comparable a celle
de SpCas9 de type sauvage pour les 24 ARN guides testés dans cette publication 156, suggérant un
découplage surprenant de l'efficacité et de la spécificité sans modifier considérablement le
mécanisme d'action (par simple addition de stratégies de coopérativité).

Une autre approche a été de modifier la séquence de reconnaissance de PAM de Cas9 elle-méme.
Puisque le PAM est peut-étre le déterminant le plus strict de la spécificité de Cas9, Cas9 avec
d’autres PAM pourraient non seulement augmenter le nombre de sites pouvant étre ciblés sur un
génome d’intérét, mais aussi potentiellement démontrer une spécificité améliorée a I’échelle du
génome en utilisant un PAM plus long ou un PAM moins abondant dans le génome cible. La
stratégie consiste a échanger le domaine d'interaction supposée avec le PAM (PID) de la protéine
par le PID d'un orthologue qui reconnait un autre PAM. Cela a déja été démontré avec SpCas9 et
Streptococcus thermophilus CRISPR3 Cas9 (St3Cas9), qui partage 60% d'identité de séquence et
peut échanger des séquences d'ARN a double guidage tout en conservant sa fonction?7s.

Plus puissant encore, il est possible d’exploiter ’évolution dirigée pour modifier la spécificité de
PAM, c’est d’ailleurs ce qui a récemment été le cas pour SpCas918+ et SaCas9185. Ainsi, avec
seulement 4 mutations les scientifiques ont donné naissance a un SpCas9 'VRER' modifié avec une
spécificité élevée pour les PAM NCGC, qui sont environ 23 fois moins abondants dans le génome
humain que les PAM NGG canonique pour les ARN guides 5'-G-N19 standard. L’évolution dirigée a
également permis de produire une mutation ponctuelle en un seul point (D1135E) de SpCas9 ce
qui augmente la spécificité des PAM NGG plus que I'alternative PAM NAG!86. Dans le cas de SaCas9,
une évolution dirigée a été appliquée pour modifier le PAM de NNGRRT a NNNRRT, afin
d’augmenter la plage de ciblage de deux a quatre fois18s.

Un avantage de cette approche d’évolution dirigée non biaisée est qu’elle ne nécessite pas de
données structurelles et peut étre rapidement appliquée a divers orthologues. Cela pourrait
s'avérer important pour des cibles thérapeutiques nécessitant une édition trés spécifique et
dépourvues de PAMs canoniques a proximité. Enfin, les PAM sur mesure sont probablement
compatibles avec la spécificité accrue et les mutations haute-fidélité. Chimeres, évolutions
dirigées et autres approches d’ingénierie des protéines peuvent également étre des méthodes tres
fructueuses pour générer des Cas9 qui reconnaissent les PAM riches en AT, ce qui pourrait étre
utile pour cibler des régions introniques ou des génomes riches en AT.

91



[1.2.6  Spécificité de dCas9

Outre le clivage de ’ADN, un grand nombre d’applications de Cas9 utilisent des techniques
catalytiques. Par exemple, Cas9 inactivée (dCas9) peut étre fusionnée a divers domaines
effecteurs pour des applications allant du marquage chromosomique au matériel transcriptionnel
en passant par le controle épigénétiquel8’. Cependant, le profil de spécificité de la liaison de dCas9
par rapport au type sauvage (wtCas9) pour les applications de clivage doit étre soigneusement
considéré. Des travaux récents ont étudié les mécanismes de recherche de cibles (Figure 43) de
I'enzyme Cas9 active, ces derniers indiquent que Cas9 scanne au départ le génome a la recherche
de sites PAM164, ce qui entraine un état transitoire de liaison qui est stabilisé par une séquence
«seed » (trad. Ensemencement) de 5 Pb de I'ARN guidel88. Des bases supplémentaires sont
interrogées pour la complémentarité ADN cible - ARN guide jusqu'a ce que la nucléase atteigne un
état actif lors de I'hybridation complete entre ’ARN guide et la cible165.

Conformément a ce modele, les études d'immunoprécipitation de dCas9 démontrent qu’une forte
promiscuité de la liaison de Cas9 est faiblement corrélée au clivage de Cas9153 : sur pres de 300
loci de liaison « hors cible » identifiés via dCas9 ChIP-seq, seul un de ces sites a subi une mutation
légerement supérieure au niveau de base de wtCas9188. Dans une étude GUIDE-seq, sur le clivage
de 'ADN menée dans le génome, seulement 2% des sites hors cible ont été clivés sur un ensemble
de 585 sites de liaison « hors cible » de dCas9 mesuré par ChIP-seq. En outre, ChIP-seq a identifié
des sites attaqués par dCas9 avec environ 7 inadéquations en moyenne, alors que les sites de
clivage hébergeaient en moyenne environ 3 inadéquations!54. Bien qu'un dosage non biaisé soit
utile a I’échelle du génome pour la spécificité des applications de dCas9, il ne faut pas considérer
dCas9 ChIP-seq comme un moyen fidéle pour la détection d’événements de clivage « vrais » dans
I'ensemble du génome.

Le transcriptome entier RNA-seq fonctionne également comme méthode non biaisée pour
I'analyse « hors cible » de I'effecteur dCas9 189. En regle générale, ce test confirme la régulation a
la hausse hautement spécifique des génes ciblés par les activateurs de dCas9. Cette spécificité
n’est pas surprenante étant donné que les activateurs dCas9 ne sont efficients que dans une
fenétre limitée du site d’initiation de la transcription - événements de liaison supérieurs a 200-Nt
en amont d'un site d’initiation qui aura peu d'effet sur la transcription?9. Une étude sur ’ARN-seq
a notamment mis en évidence une régulation négative mais significative de la ARNm - une
cytokine proinflammatoire - en réponse a des activateurs transcriptionnels de dCas9-VP64 méme
sans I'’ARN guide 189. Ce résultat souligne I'importance de considérer les effets « hors cible » de
Cas9 au-dela du risque de se lier ou de couper l'activité sur un site cible dégénéré telle qu'une
activité biologique involontaire en réponse a I'introduction de composants d'édition du génome.

I.2.7 Guides modifiés

Bien que les stratégies d’ingénierie susmentionnées permettent d’améliorer la protéine Cas9, des
améliorations de la spécificité peuvent également étre obtenues en modifiant I’ARN guide. C’est le
cas de deux modifications de I’ARN guide que sont les Tru-guides 191 et les 5’GGX20 guides192.

La caractérisation récente de systémes a ARN a un ou deux guides pour les systemes CRISPR de
type Il a identifié six modules fonctionnels efficaces avec le guide 193. Ces modules peuvent étre
mutés, prolongés et supprimés pour moduler 1'efficacité sur la cible. Par exemple, I’extension de
I’ARN guide simple brin (sgRNA) duplex sur 5 Nt et / ou en mutant la chaine de 4 thymines un peu
en aval de I'espaceur, peut améliorer I'efficacité en modifiant respectivement la structure et le
taux de transcription de 1'ARN194 195. Cette approche améliore également |'efficacité pour les
sgRNA SaCas9, ce qui semble indiquer l'applicabilité générale des modifications du guide a travers
plusieurs orthologues de Cas9 19 197, En approfondissant notre compréhension des
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caractéristiques de I'’ARN guide, ceci devrait permettre de servir de base a 'optimisation des ARN
guides notamment en terme de spécificité, de fonctionnalisation et étendre cette technique a
d’autres applications.

La longueur de la séquence guide elle-méme est également un important déterminant de
spécificité. Bien que I'extension de la séquence guide de 20 Nt de SpCas9 a 30 Nt, a semblé
entrainer raccourcissement naturel a la longueur naturelle de 20 Nt198, le raccourcissement de la
séquence guide s’est avéré étre une stratégie réussie. Des séquences d'espacement de 17Nt ou de
18Nt ont permis une édition plus précise du génome, et ont potentiellement augmenté la
sensibilité de liaison de Cas9 aux mésapariements du fait d'une séquence complémentaire plus
courtel?. Puisque les guides tronqués peuvent éliminer l'activité sur de nombreux sites « hors
cible », ils peuvent également créer de nouveaux sites « hors cible » en raison de leur longueur
plus courte200 201, Elément intéressant, les guides tronqués ne sont pas compatibles avec les
mutants Nt-groove «a haute-fidélité » ou SpCas9-HF, car la combinaison entraine de faible
efficacité sur cible202203. ]] sera donc intéressant par la suite d'investiguer si cette simple
modification de la conception du guide pourrait améliorer la spécificité des autres orthologues
tout en maintenant I'efficacité de I'édition, laquelle varie également en fonction de la longueur du
guide 170,

Fait notable, raccourcir davantage le guide a 14 Nt ou 15 Nt crée un « guide mort » qui peut assurer
la liaison efficace de Cas9 de type sauvage sans activation par la nucléase, permettant ainsi les
applications multiplexes du clivage de I'ADN et de l'activité effectrice ciblée 204. Cette approche
d'ingénierie du guide a bénéficié d'un apercu du mécanisme entre le mécanisme de clivage de
Cas9, lequel a été démontré comme nécessitant une invasion presque compléte des brins et une
complémentarité (Figure 43). Le transcriptome entier analysé par ARN-seq révele le profil
hautement similaire en terme de spécificité pour les guides de 15 Nt et 20 Nt utilisés dans
I'activation de la transcription 204 Bien que les « guides morts » pourraient avoir plus de
prédiction de liaison aux sites «hors cible», ils présentent probablement une spécificité
acceptable (inférieur a 3 genes « hors cible » significativement activés) puisque les sites « hors
cible » doivent se situer dans une fenétre limitée d'un site d'initiation de la transcription afin de
perturber la transcription.

Une autre modification simple, appelée « GGX20 », ajoute aux nucléotides deux guanines
supplémentaires qui sont incompatibles a I'extrémité 5 'de I'ARN guidel92. Plusieurs études ont
démontré des améliorations de la spécificité de 10 a 100 fois ou mieux, bien que les variations
d’efficacité sur la cible varient de « comparable » a « sévérement réduite »205. Malgré cette
variabilité, 'GGX20' et les guides tronqués sont faciles a générer et a évaluer, méme s’ils doivent
quand méme étre comparés aux guides de longueur standard au cas par cas pour optimiser
|'efficacité sur la cible.

Enfin, la modification chimique des ARN guides peut également avoir un impact sur la spécificité
de Cas9. La synthése de I'ARN guide avec du de 2'-O-méthyle (M), 2'-O-méthyle 3'
phosphorothioate (MS) ou du 2'-0-méthyle 3’ thioPACE (MSP) aux extrémités 5’ et 3" améliore
significativement 'efficacité de I’édition des cellules T primaires humaine et des cellules souches
hématopoiétiques CD34+ et progénitrices 206. Cependant, ces modifications d'ARN ont augmenté
l'activité hors cible sur certains sites « hors cibles ». Compte tenu des premiers résultats mitigés
aujourd’hui disponibles, la capacité de moduler la stabilité de I'ARN et la cinétique de liaison et de
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mésappariement par le biais de manipulations chimiques alternatives des nucléotides de 'ARN
guide, une exploration plus poussée semble se justifier.

[1.2.8 Cinétique et régulation

Un déterminant critique et sous-exploré de la spécificité de Cas9 est son profil pharmacocinétique
notamment au niveau de la délivrance de ces composants au travers de la cellule et des tissus., et
spécialement le composant effecteur dans I'édition du génome qui peut étre sous la forme d’ADN,
d’ARN ou de protéine, et le véhicule de transport qui est soit viral soit non-viral comme cela a pu
étre développé dans les parties précédentes.

L’intégration de Cas9 par médiation lentivirale et ’ARN guide dans des lignées cellulaires de
mélanome a été signalé comme étant capable de saturer jusqu’a 100 % des sites ciblés pour
former des InDels207. Alors que les activités ciblées et non ciblées semblaient généralement stables
entre le 7é¢me et 14¢me jour, les indels sur un site « hors cible » avec 3 inadéquations sont passées
d’environ 40 % a environ 50 %. Puisque le niveau «hors cible » peut augmenter avec une
exposition prolongée a Cas9, le fait de controler ou limiter la durée d’expression de Cas9 dans la
cellule ou le noyau peut améliorer la spécificité.

En tant que telle, la modalité de la distribution de Cas9 est un important médiateur de spécificité.
Par exemple, la libération de ribo-nucléo-protéine (RNP) par des lipides cationiques a amélioré la
spécificité de 3 guides SpCas9 sur 11 sites « hors cible » évalués (généralement 10 fois plus) par
rapport a la transfection d'ADN plasmidique, apres la normalisation pour une efficacité sur
« cible » équivalente298. Dans une étude similaire, la forme de Cas9 sous RNP a amélioré le rapport
d'activation / désactivation d'environ 3 fois pour deux guides testés209. La délivrance d'ARN guide
par MS (2'-0-méthyl 3’ phosphorothioate) synthétiques modifié permet également d’améliorer
significativement le ratio « cible » / « hors cible », c’est d’ailleurs ce qui a été évalué sur les trois
sites de I'étude par rapport a la co-livraison de Cas9 par plasmide ou ARNmz20é, Cet avantage de
spécificité est peut-étre di a la rupture avec la cinétique de la délivrance par RNP et I'exposition
associée de Cas9 par rapport a I'exposition plus stable d'un plasmide d’expression209.

......

146210 que dans des cellules 152. Par exemple, lorsque 1'on procede par transfection du plasmide,
une diminution de 5 fois la dose entraine une augmentation de 7 fois le rapport de spécificité au
prix d’'une diminution d'environ 2 fois de l'efficacité sur la cible, soulignant ainsi I'importance de
titrer les conditions de délivrance pour optimiser la spécificité pour une application donnée 152,
En utilisant le plus faible promoteur H1 pour l'expression de I'ARN guide, cela donne une plus
grande diminution de I'activité « hors cible » que de I'activité sur cible 151. Une telle non-linéarité
dans le ratio d’édition « cible » / « hors cible » avec Cas9 ou la concentration d’ARN guide, refléte
le couplage significatif mais incomplet des activités de recherche de la cible et de 'activité
nucléasique de I'enzyme. Des études d'imagerie ont permis de réaliser, avec de tres faibles
concentrations de Cas9, un sous-échantillonnage des régions d'hétérochromatine, ce qui suggere
que l'accessibilité des sites d'ADN peut également jouer un réle dans la spécificité dans certaines
conditions211,

Les petites molécules peuvent également moduler la cinétique de I'édition CRISPR. Par exemple,
une petite molécule dépendante de Cas9 a été développée génétiquement en insérant un ligand
dépendant, I'intéine, ce qui a augmenté la spécificité lors de I'induction de 2 a 25 fois chez 11 sites
«hors cible » pour 3 ARN guides, tout en montrant une activité nucléasique trés limitée en
absence de la petite molécule?!2. Cependant, les gains d’efficacité sur la cible ont été généralement
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moins importants que ceux de Cas9 de type sauvage, démontrant de nouveau le cofit associé a
I'ingénierie pour mettre au point une spécificité améliorée. Les petites molécules peuvent
également étre utilisées pour moduler la réponse cellulaire a I'édition du génome. Par exemple, le
taux de réparation homologue par rapport a celles par liaison des extrémités non homologues a
été améliorée en utilisant un inhibiteur de I'ADN ligase IV 213. De plus, il a été suggéré que la
synchronisation du cycle cellulaire augmente le taux de réparation dirigé par 'homologie avec la
livraison de RNP dans des cellules humaines?14,

[1.2.9 Implications plus larges de la spécificité

La prise en considération de la spécificité génomique de Cas9 devrait inclure non seulement le
nombre de sites potentiellement « hors cible » pour un ARN guide donné, mais aussi l'impact
physiologique d’événements individuels « hors cible ». Bien que la tumorigenese et I'édition
indésirable des suppresseurs de tumeurs oncogénes soient une préoccupation commune, éditer
des événements qui négative I'impact sur la viabilité de la cellule ou les capacités fonctionnelles
de ces derniéres doivent également étre pris en compte. En outre, la capacité a mesurer I'édition
«hors cible » différe considérablement d'un tissu a l'autre. Alors que le sang peut étre
échantillonné relativement facilement pour le séquencage de ' ADN génomique, d'autres tissus ne
peuvent pas étre aussi simplement analysés. En conséquence, la liaison des phénotypes observés
avec les modifications du génome induites par Cas9 pourrait étre difficile dans certains organes.
Les seuils d’acceptabilité pour les taux « hors cible » pourraient également différer dans les
cellules terminales différenciées, par opposition aux cellules en division. Certes, les seuils
d’acceptabilité de la spécificité peuvent ne pas étre universels pour toutes les applications, s’ils
sont déterminables, la démonstration empirique de la sécurité sera primordiale pour la mise en
ceuvre de cette technologie dans la clinique.

De plus, la spécificité des nucléases Cas9 ne se limite pas nécessairement a la spécificité
génomique, spécialement pour les applications in vivo. Par exemple, la spécificité des types de
tissus et de cellules est également une considération importante lorsque I'on cible des troubles
génétiques qui touchent principalement certains organes ou certaines cellules. Cependant, la
distribution sélective peut étre médiée par un choix judicieux de la vectorisation. Par exemple,
différents sérotypes d'AAV présentent différents tropismes de type cellulaire et différents taux de
clairance sanguine lorsqu’ils sont administrés par voie systémique?!5. D'autres voies
d'administration peuvent également fournir une expression localisée ou spécifique du tissu, ainsi
que des avantages d'immunogénicité 216 217, Tandis que des approches de thérapie par
augmentation génique qui exigeaient auparavant des sérotypes viraux fournissant une expression
transgénique soutenue et élevée, les applications de Cas9 peuvent étre plus slires avec des
vecteurs qui fournissent une expression a court terme dans un type de cellule trés spécifique.

La spécificité du type cellulaire peut également étre obtenue avec des éléments régulateurs de la
transcription. Les promoteurs spécifiques de I'’ARN polymérase Il dans les tissus et dans des
cellules types (par exemple : la synapsin qui est une protéine impliquée dans la régulation de la
synthese de neurotransmetteur au niveau des synapses, ou encore la GFAP pour Glial fibrillary
acidic protein qui est donc une protéine acide fibrillaire gliale) sont capables de conduire la
transcription de protéine codante comme Cas9 qui pourrait étre combinée avec le promoteur d'un
nouvel ARN guide et les stratégies d'expression autres que les promoteurs d'ARN polymérase II1
U6 et H1 utilisés depuis longtemps dans le domaine de '’ARNi pour exprimer les transcripts de
siRNA et de shRNA. Une méthode dépendante de Csy4 permet aux promoteurs de 'ARN

polymérase Il d’exprimer des ARN guides218, permettant un multiplexage simple ainsi qu'une
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expression restreinte a certains types de cellules. De plus, des sites de liaison aux microARN
pourraient étre ajoutés a I'extrémité 3'du récepteur Cas9 pour limiter I'expression des mARN dans
certaines cellules. Il a été rapporté que les cellules présentatrices d'antigene spécifique (CPA) mir-
142-3p ont été utilisées de cette maniere pour limiter efficacement les anticorps et la réponse
cellulaire aux transgénes en réprimant |'expression et la présentation peptidique dans les CPA219,

Enfin, un autre moyen de contréler la spécificité de I'activité médiée par Cas9 peut étre réalisé par
controle optogénétique. Comme indiqué précédemment avec les TALEs, en exploitant des
protéines d’hétérodimérisation inductibles par la lumiére a dCas9 (CIB1-dCas9) et un activateur
transcriptionnel (CRY2-VP64) permettent de contréler de maniere optogénétique 'activation
transcriptionnelle 220. Bien que l'activité de fond reste a optimiser, cette approche pourrait
faciliter une manipulation efficace de 1'espace, du temps et la spécificité génomique d'un facteur
de transcription synthétique de dCas9.
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Conclusion intermédiaire

Apres avoir réalisé un état des lieux sur les limites actuelles de la méthode, une liste des
principaux axes d’amélioration a été dressée. Bien que CRISPR-Cas9 soit reconnue comme une
révolution pour I'édition du génome, il est possible d’en attendre encore d’avantage.

Transition

A présent, il est important d’aborder les applications de cette biotechnologie. Ce ciseau
moléculaire, sujet de tant d’ovations, pourrait étre la solution pour le traitement de nombreuses
pathologies qui actuellement restent incurables. Il sera donc abordé dans cette prochaine partie,
les premieres pathologies éligibles a cette technologie et les essais cliniques actuellement mis en
place.
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[II. DEMAIN

La technologie CRISPR offre la promesse de guérir toutes les maladies génétiques humaines. Mais
quelles sont les premieres pathologies candidates pour ce ciseau moléculaire ? En quelques
années a peine, la technologie a acquis une notoriété fulgurante grace a sa promesse de rendre
I'édition du génome plus rapide, moins chere et plus simple que jamais. Dans son analyse
prospective de I'innovation en santé : Santé 2030, le Leem place CRISPR-Cas9 comme premier
vecteur d'innovation22l, André Choulika, CEO de Cellectis parle d’ailleurs « d’'une révolution qui
va secouer la planete, a une profondeur dont on n’a méme pas idée ».

CRISPR a déja révolutionné la facon dont les scientifiques menent leurs recherches, mais ce que
tout le monde attendait, avec enthousiasme ou crainte, est son utilisation chez I'homme. En
théorie, la technologie CRISPR pourrait nous permettre d’éditer toute mutation a volonté et de
guérir la maladie qu’elle provoque. En pratique, nous ne sommes qu'au début du développement
de CRISPR en tant que thérapie et il reste encore de nombreuses inconnues.

[II.1 Point sur les essais cliniques

Les perspectives d’utilisation de CRISPR-Cas9 étant abordées par la suite, c’est pourquoi il semble
intéressant, dans un premier temps, de faire le point sur les essais cliniques ayant actuellement
cours afin d’apprécier les domaines jugés comme étant les plus prometteurs. A I'heure actuelle,
on compte 25 essais cliniques déclarés, dont 6 ont été suspendus pour diverses raisons222. Afin de
simplifier la lecture, les essais ont été catégorisés par domaine d’application dans la partie
suivante (I1.2.2.). L’ensemble des essais cliniques enregistrés sont disponibles sur le site internet :
https://clinicaltrials.gov.

Essais cliniques en cours non catégorisés :

Statut Titre de I’étude Conditions Interventions Localisation

Hopital des enfants

de Cincinnati,
Malignant Hyperthermia Registry Hyperthermie

and Genetic Testing maligne

Recrutement Centre médical

Cincinnati, Ohio,
Etats-Unis

Exploiting Epigenome Editing in Génétique par Hospital Arnaud de

Active, mais villeneuve

Kabuki Syndrome: a New Route Syndrome de intervention sur la
ne recrutant .
as Towards Gene Therapy for Rare Kabuki 1 culture de cellules Montpellier
p Genetic Disorders primaires Herault France

[I1.2 Le cancer

[I1.2.1 Physiopathologie et contexte clinique

Ce qui est couramment appelé cellule cancéreuse résulte de 'accumulation d’un certain nombre
de mutations qui ont conduit a la modification du phénotype de la cellule, mais qui, suite a un
défaut d’élimination de la cellule mutée a permis sa prolifération non contrélée dans I'organisme.
Une cascade métastatique découle parfois de cet événement (Figure 46).
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Figure 46 : lllustration de la cascade métastatique??3

La métastase peut étre envisagée comme un processus se déroulant en deux phases. La premieére,
la translocation physique de cellules cancéreuses de la tumeur primitive a un organe distant, puis
la deuxieme, la colonisation des cellules transférées au sein de cet organe223. Pour commencer la
cascade métastatique (Figure 46 - A), les cellules cancéreuses de la tumeur primitive acquiérent
un phénotype invasif. Les cellules cancéreuses peuvent ensuite envahir la matrice environnante
et se diriger vers les vaisseaux sanguins, ou elles s’integrent pour pénétrer dans la circulation, qui
leur sert de principal moyen de passage vers des organes distants (Figure 46 - B). Les cellules
cancéreuses circulant dans la circulation ont des propriétés de survie indépendantes de leur
ancrage dans le parenchyme (Figure 46 - C). Au niveau de I'organe distant, les cellules cancéreuses
circulantes quittent la circulation et envahissent le microenvironnement du tissu étranger (Figure
46 - D). Sur ce site étranger, les cellules cancéreuses doivent pouvoir échapper a la réponse
immunitaire innée et survivre également sous la forme d'une cellule unique (ou d'un petit groupe
de cellules) (Figure 46 - E). Pour finir par se transformer en un dép6t macrométastatique actif, la
cellule cancéreuse doit étre capable de s'adapter au microenvironnement et d'initier la
prolifération (Figure 46 - F).

Ces derniéres années, les cellules souches cancéreuses ont été reconnues comme des composants
importants de la cancérogenese et pourraient constituer la base de nombreux types de
tumeurs224. Ces cellules ont été isolées dans des cancers du sein, du cerveau, du sang (leucémie),
de la peau (mélanome), de la téte et du cou, de la thyroide, du col utérin, du poumon, des organes
du tractus gastro-intestinal et reproducteur, et de la rétine225. L'identification des ensembles de
marqueurs spécifiques de ces cellules et la destruction thérapeutique ciblée de ces dernieres
restent un défi. Les traitements anticancéreux actuels ne parviennent généralement pas a
éradiquer 'ensemble de ces clones mais favorisent plutot 1'expansion du pool de cellule et / ou la
sélection de clones résistants.

L'une des premieres applications de CRISPR pourrait donc concerner le cancer. L'un des premiers
et des plus avancés des essais cliniques CRISPR en cours en Chine teste le potentiel de I'outil
d'édition de génes chez des patients atteints d'un cancer du poumon a un stade avancé2ze.

Le traitement testé a I'hopital du cancer de Chengdu commence par l'extraction des lymphocytes

T du patient. A 1'aide de CRISPR, les cellules sont modifiées pour supprimer le géne qui code pour
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un récepteur appelé PD-1 auquel certaines tumeurs sont capables de se lier et qui ordonne au
systéme immunitaire de ne pas attaquer. Les cellules sont ensuite réinjectées au patient avec une
plus grande capacité a attaquer les cellules tumorales.

Jusqu'a présent, au moins 86 personnes atteintes de différentes formes de cancer ont été traitées
avec CRISPR en Chine et les résultats devraient étre disponibles sous peu.

Le premier essai CRISPR prévu aux Etats-Unis ciblera également le cancer. I utilisera CRISPR pour
éliminer le PD-1 et un récepteur des lymphocytes T congus pour exprimer un récepteur ciblant le
cancer.

Dans le cadre de ces essais, des « green light » ont été édités par I'US National Institues of Health
afin d’encadrer les pratiques et permettre d’assurer la sécurité des patients admis dans ces
études?27,

[I1.2.2 Essais cliniques en cours

Statut Titre de I’étude Conditions Interventions Localisation

Biologique par NY-
ESO-1 cellules T
Myélome multiple autologues Université de
Mélanome redirigées avec le Pennsylvanie
NY-ESO-1-redirected CRISPR TCRetle PD-1 Philadelohi
Recrutement ~ (TCRendoand PD1) Edited T~ Sarcomesynovial  endogénes édités penns;; aii ;;t‘ats
Cells (NYCE T Cells) Liposarcome par CRISPR Unis
cellules rondes / Médicaments
myxoides utilisés :
cyclophosphamide,
fludarabine
Département de
Study of CRISPR-Cas9 Mediated Biothérapeutique et
PD-1 and.TCR. Gene-knocked Out Tumeur solide Biologique par' CAR- d’hématologie
Recrutement = Mesothelin-directed CAR-T Cells chez Padulte T cells anti- Hopital général du
in Patients With Mesothelin mésothéline PLA
Positive Multiple Solid Tumors.
Pékin, Pékin, Chine
Study of PD-1 Gene-knocked Out
Mesothelin-directed CAR-T Cells ) Biologique par CAR- Hopital général du
. L . Tumeur solide . PLA
Recrutement With the Conditioning of PC in chez Iadulte T cells anti-
Mesothelin Positive Multiple mésothéline Pékin, Pékin, Chine
Solid Tumors
Département de
A Study Evaluating UCART019 in Leucémie a Biothérapeutique et
Patients With Relapsed or cellules B Biologique par d’hématologie
Recrutement ¢ f D19+ Leukemia and UCART019  Hopital général du
efractory + Leukemia an Lymphome a o

Lymphoma cellules B
Pékin, Pékin, Chine
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Statut

Titre de I'étude

Conditions

Interventions

Localisation

Recrutement

Recrutement

Recrutement

Recrutement

Recrutement

Lavage of the Uterine Cavity for
Diagnosis of Ovarian Cancer

PD-1 Knockout Engineered T
Cells for Advanced Esophageal
Cancer

Stem Cells in NF1 Patients With
Tumors of the Central Nervous
System

A Feasibility and Safety Study of
Universal Dual Specificity CD19
and CD20 or CD22 CAR-T Cell
Immunotherapy for Relapsed or
Refractory Leukemia and
Lymphoma

First-time-in-human (FTIH)
Study of GSK3145095 Alone and
in Combination With Other
Anticancer Agents in Adults With
Advanced Solid Tumors

Adénocarcinome
ovarien séreux de
haut grade

Cancer ovarien de
stade III AJCCv8

Cancer ovarien de
stade IIIA AJCCv8

Cancer de
I'cesophage

Neurofibromatose
de type 1

Tumeur du
systéme nerveux
central

Leucémie a
cellules B

Lymphome a
cellules B

Cancer du
pancréas
néoplasique

Collection de
biospecimen

Analyse de
biomarqueurs de
laboratoire

Lavage

Pap Smear

Cellules T éteintes
pour PD-1

Test diagnostique
par collection de
cellules souches

Fred Hutch

Université du
Consortium sur le
Cancer de
Washington

Seattle,
Washington, Etats-
Unis

Hopital du Cancer
de Hangzhou

Hangzhou, Zhejiang,
Chine

Centre Médical
National des
Enfants

Washington,
District of
Columbia, Etats-
Unis

Département de

Biologique par CAR- gjothérapeutique et

T cells double
spécificité pour
CD19 et CD20 ou
CD22

Médicaments
utilisés :
GSK3145095,
Pembrolizumab

d’hématologie
Hopital général du
PLA

Pékin, Pékin, Chine

Site d’investigation
de GSK

Indianapolis,
Indiana, Etats-Unis

Site d’investigation
de GSK

New York, New
York, Etats-Unis

Site d’investigation
de GSK

New York, New
York, Etats-Unis
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Statut Titre de I'étude Conditions Interventions Localisation

Leucémie A . .
g Hopital Méthodiste
lymphoblastique Génétique par CAR- e Houston
aigué a cellules T T cells
Pas de Cell Therapy for High Risk T-Cell CD7.CAR/28zeta HOl'IStOIl, Texas,
Lymphome CART cells Etats-Unis

recrutement Malignancies Using CD7-Specific

| hoblasti
pas pour le CAR Expressed On Autologous T ymphobastique

aigué a cellules T Médicaments Hopital des enfants
moment Cells utilisés : du Texas

Lymphome non Fludarabine, Houston. T
Hodgkinien a Cytoxan 01'15 on, G?XBIS,
cellules T Etats-Unis
Hopital de I'ouest
Cancer Cellules T éteintes de la Chine,
Active, mais PD-1 Knockout Engineered T métastatique du pour PD-1 Université de
ne recrutant Cells for Metastatic Non-small R Sichuan
oumon non a A i
pas Cell Lung Cancer p Médicament utilisé :

petites cellules  cycjosphosphamide Chengdu, Sichuan,
Chine

Carcinome .
Centre de Nanjing

astrique de stade
& d Drum pour la

W%
Médicaments compréhension du
PD-1 Knockout EBV-CTLs for . ., P .
. Carcinome utilisés : cancer, Hopital de
Advanced Stage Epstein-Barr . .
Recrutement nasopharyngien Fludarabine, la tour Drum

Virus (EBV) Associated

Malignancies de stade IV cyclophosphamide,

. . Nanjing, Jiangsu,

. interleukine 2 .

Lymphome a Chine
cellules T de stade

v

[I1.3 Les troubles sanguins

[I1.3.1 Contexte clinique

Le premier essai CRISPR en Europe visera a traiter la béta-thalassémie, une maladie du sang qui
affecte le transport de I'oxygene dans le sang. La thérapie, développée par CRISPR Therapeutics
et Vertex Pharmaceuticals, consiste a récolter les cellules souches hématopoiétiques du patient et
a utiliser la technologie CRISPR pour leur permettre de produire de 'hémoglobine fcetale, une
forme naturelle de la protéine transportant I'oxygene qui le lie beaucoup mieux que l'adulte
(Figure 47) 228,
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Figure 47 : Schéma du protocole du traitement de la drépanocytose par CRISPR-Cas9229

En effet, de grandes délétions naturelles dans le locus de la B-globine entrainent une persistance
héréditaire de I'hémoglobine feetale, ce qui atténue la gravité clinique de la drépanocytose et de
la B-thalassémie. La stratégie associée a CRISPR permet de perturber une région génomique de
13,6 kb englobant les genes & et B-globine et un gene putatif y-8 intergénique de 'hémoglobine
feetale (HbF) silencieux. La perturbation d'un silencer supposé d’HbF entraine une légere
augmentation de I'expression de la y-globine, alors que la suppression ou I'inversion d'une région
de 13,6 kb entraine une réactivation robuste de la synthese d’'HbF dans les érythroblastes adultes
(associée a des modifications épigénétiques et a des modifications des contacts de la chromatine
au sein le locus -globine). Dans les cellules souches / progénitrices hématopoiétiques dérivées
du patient, cibler la région de 13,6 kb entraine une proportion élevée d'expression de la y-globine
dans les érythroblastes, une synthese accrue de I'HbF et une amélioration du phénotype de la
cellule en faucilles. Dans I'ensemble, cette étude fournit des indices sur une approche potentielle
d’édition du génome CRISPR-Cas9 pour le traitement des 3-hémoglobinopathies.

Un premier essai de béta-thalassémie devrait commencer mi-2019 apres I'approbation de 'EMA.
Un deuxieme essai testera le méme traitement dans le traitement de la drépanocytose, un autre
trouble sanguin affectant le transport de I'oxygene.

L'hémophilie est un autre trouble sanguin auquel la technologie CRISPR pourrait s'attaquer.
CRISPR Therapeutics travaille d’ailleurs avec Casebia sur un traitement CRISPR in vivo dans lequel
I'outil d’édition des genes est administré directement dans le foie.
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[I1.3.2 Les essais cliniques en cours

Statut Titre de I’étude Conditions Interventions Localisation

Hopital des enfants
malades

Toronto, Canada

Hopital Universitaire de

Regensburg
A Safety and Efficacy Study

Evaluating CTX001 in Subjects Regensburg, Allemagne

Biologique par

Recrutement . . Béta-thalassémie
With Transfusion-Dependent CTX001 Hépital Universitaire de
B-Thalassemia Tiibingen
Tuebingen, Allemagne
College Impériale de
Santé
Londres, Royaume-Unis
A Safety and Efficacy Study Maladie des Site de Recherche de
Evaluating CTX001 in Subjects 1ul faucill Biologique par hvill
Recrutement cellules en faucilles Nashville,
" With Severe Sickle Cell CTX001 3
Disease Hémoglobinopathie Tennessee, Etats-Unis
Pas de iHSCs With the Gene . .
) Biologique par
recrutement Correction of HBB Intervent L. . .
. . . Thalassémie traitement via
pas pour le Subjests With (-thalassemia {HSC
moment Mutations

II1.4 La cécité

CRISPR est un excellent candidat pour traiter la cécité génétique. Pour de nombreuses formes de
cécité héréditaires, les mutations spécifiques a l'origine de la maladie sont connues, ce qui permet
de modifier facilement a I'aide de CRISPR-Cas9 ces genes.

De plus, I'ceil est une partie immunoprotégée du corps, ce qui signifie que l'activité du systeme
immunitaire y est limitée. Cela devient un avantage compte tenu des préoccupations qui ont
récemment été soulevées concernant la possibilité que CRISPR puisse induire des réactions
immunitaires a son encontre, ce qui bloquerait son activité et entralnerait des effets secondaires.

Editas Medicine travaille sur un traitement CRISPR de I'amaurose congénitale de Leber, la cause
la plus courante de cécité infantile héréditaire, pour laquelle il n'existe aucun traitement230. La
société vise a cibler la mutation la plus commune derriére la maladie, en utilisant CRISPR pour
restaurer le fonctionnement des cellules photoréceptrices avant que les enfants ne perdent
complétement la vue.
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[IL.5 L’infectiologie

[I1.5.1 Contexte clinique du SIDA

La technologie CRISPR peut aider de plusieurs maniéres dans la lutte contre le SIDA. L'une d’entre
elles utilise CRISPR pour éliminer le virus du VIH de I'ADN des cellules immunitaires. Cette
approche pourrait présenter le principal avantage de pouvoir attaquer la forme latente du virus,
qui est insérée dans notre ADN et inactive, rendant impossible le ciblage de la plupart des
thérapies.

Une autre approche pourrait étre de rendre résistants aux infections par le VIH. Certains individus
naissent avec une résistance naturelle au VIH grace a une mutation d'un géne appelé CCR5, qui
code pour un récepteur situé a la surface des cellules immunitaires que le VIH doit pénétrer dans
les cellules. La mutation change de structure pour que le virus ne puisse plus se lier au récepteur.
C’est d’ailleurs le projet qui a été mené par le docteur He Jankui qui a modifié génétiquement deux
embryons humains par CRISPR afin de muter le géne CCR5 pour rendre les deux jumelles, Lulu et
Nana, naturellement résistantes au VIH!42. Aujourd’hui aucunes informations supplémentaires
n’ont été communiquées a la suite de leur naissance concernant le succes de I'expérience, et les
effets secondaires potentiels subis par ces deux enfants.

La plupart des applications CRISPR dans le traitement du VIH sont a un stade précoce de
développement et sont encore testées sur des animaux avant qu'un essai clinique sur I'homme
puisse étre planifié.

[I1.5.2 Les essais cliniques en cours

Statut Titre de I’étude Conditions Interventions Localisation

307 Hopitaux du
Safety of Transplantation of Cénétiae bar PLA (Hopitaux
Recrutement | CRISPR CCRS Modified CD34+ nfectionpar = EPS - affliés alAcadémie
Cells in HIV-infected Subjects HIV-1 sne CCRS de Science médicale
With Hematological Malignances 8 militaire)
Pékin, Pékin, Chine
Pasd A Safety and Efficacy Study of T i Le premier hopital
asce TALEN and CRISPR/Cas9 inthe oo MaUBRE by ogique par  affilié aI'Université
recrutement liée au du Soleil de Yat-
1 Treatment of HPV-related " . TALEN et CRISPR- du>o0lell de rat-sen
pas pour le . - . papillomavirus
Cervical Intraepithelial Neoplasia Cas9
moment P p humain Guangzhou,

[ Guangdong, Chine

Centre

Procédurale par .
Identification of Host Factors of P endoscopique,

Recrutement Norovirus Infections in Mini-Gut
Model

Infection gastro- = biopsie duodénale Hépital Prince de

intestinale et prélévement Galles

salivaire
Hong Kong, Chine
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[II.6 La fibrose kystique

La fibrose kystique est une maladie génétique causant de graves problemes respiratoires. Bien
que des traitements soient disponibles pour traiter les symptomes, 'espérance de vie d'une
personne atteinte de cette maladie n’est que de 40 ans environ. La technologie CRISPR pourrait
aider a identifier 1'origine du probléme en modifiant les mutations responsables de la fibrose
kystique, localisées dans un gene appelé CFTR.

Les chercheurs ont prouvé qu'il était possible d'utiliser CRISPR dans des cellules pulmonaires
humaines dérivées de patients atteints de fibrose kystique et de corriger la mutation la plus
commune derriere la maladie. Les chercheurs ont ainsi généré des cellules souches pluripotentes
induites (iPSC) chez des patients atteints d'une fibrose kystique porteurs d'une délétion
homozygote F508 dans le géne CFTR, ce qui entraine le fonctionnement défectueux de la protéine
CFTR sur la membrane cellulaire23l. Cette mutation a donc été corrigée avec précision au moyen
de CRISPR afin de cibler des séquences correctrices sur le locus génomique CFTR endogene, en
combinaison avec un systeme de sélection totalement excisable, ce qui a considérablement
amélioré l'efficacité de cette correction (Figure 48). Les iPSC corrigées ont ensuite été
différenciées en cellules épithéliales des voies aériennes matures ou la récupération de
I'expression et de la fonction normales du CFTR a été démontrée. Ce systéme modele isogénique
basé sur la protéine iPSC pour la mucoviscidose pourrait étre adapté au développement de
nouvelles approches thérapeutiques.
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Figure 48 : Schématisation de la mutation du canal CFTR 231

La prochaine étape consistera a le tester chez I'homme, ce que font a la fois les sociétés Editas
Medicine et CRISPR Therapeutics.
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Cependant, la fibrose kystique peut étre causée par plusieurs mutations différentes du géne CFTR,
ce qui signifie que différentes thérapies CRISPR devront étre développées pour différentes
anomalies génétiques. La société Editas a déclaré qu’elle se pencherait sur les mutations les plus
courantes ainsi que sur les rares mutations pour lesquelles il n’existe aucun traitement.

[I1.7 La dystrophie musculaire

La dystrophie musculaire de Duchenne est causée par des mutations du gene DMD, qui code pour
une protéine nécessaire a la contraction des muscles. Les enfants nés avec cette maladie souffrent
d'une dystrophie musculaire progressive et il n'existe actuellement aucun traitement disponible
exception faite des soins palliatifs.

Des recherches sur des souris ont montré que la technologie CRISPR pourrait étre utilisée pour
réparer les mutations génétiques a l'origine de la dystrophie musculaire de Duchenne23z.
Récemment, un groupe de chercheurs américains a révélé une méthode qui, au lieu de fixer
chaque mutation individuellement, a utilisé CRISPR pour supprimer 12 zones stratégiques de
mutation couvrant la majorité des 3 000 mutations différentes a l'origine de cette maladie
musculaire. Une société appelée Exonics Therapeutics a été créée pour développer cette
approche.

La société Editas Medicine quant a elle travaille également sur un traitement CRISPR pour la
dystrophie musculaire de Duchenne. Elle suit également une approche plus large ou, au lieu de
réparer les mutations, CRISPR supprime des pans entiers de la protéine contenant des mutations
qui rendent la protéine plus courte mais restant fonctionnelle 233.

[II.8 La maladie de Huntington

La maladie de Huntington est une maladie neurodégénérative a forte composante génétique. La
maladie est causée par une répétition anormale d'une certaine séquence d'ADN dans le gene de la
huntingtine. Plus le nombre de copies est élevé, plus la maladie se manifestera tot.

Traiter Huntington peut étre délicat, car tout effet « hors cible » pourrait avoir des conséquences
plus dangereuses pour le cerveau que n'importe ou ailleurs dans le corps. Les scientifiques
cherchent donc des moyens de modifier I'outil de modification génétique pour le rendre plus sir.

Des chercheurs américains ont mis au point KamiCas9, une version de CRISPR-Cas9 comprenant
un « bouton d’autodestruction » pour I'enzyme Cas9234. Cela signifie que CRISPR a pour instruction
de couper la séquence de sa propre enzyme Cas9. Un groupe de chercheurs polonais a opté pour
I'appariement de CRISPR-Cas9 avec une enzyme appelée nickase afin de rendre I’édition des génes
plus précise (le mécanisme d’action des nickases a été développé précédemment).
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CONCLUSION

En I’espace d’un siécle la science est passée de la découverte du matériel génétique a son
édition. CRISPR-Cas9 élargit aujourd’hui le champ des possibles. De nombreuses améliorations
restent a appliquer, mais les perspectives en médecine semblent illimitées. La possibilité de
modifier de maniére spécifique 'ensemble du génome laisse entrevoir I'idée que le cancer, comme
I'ensemble des maladies génétiques, actuellement incurables, pourraient I'étre dans les
prochaines années. Mais comme toutes révolutions, certaines dérives semblent se profiler et des
questions éthiques seront a étudier.

Comme la boite de Pandore, cette biotechnologie pourrait étre a I'origine d’'une nouvelle
forme de transhumanisme. Jusqu’ou I'Homme devra-t-il ainsi aller si le fait de « pouvoir » n’était
plus une limite ?
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