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Liste des abréviations :

a.a:acides aminés

AAV : adeno associated virus

ADA-DICS : déficit immunitaire combiné sévére lié a la
déficience en adénosine déaminase

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

ARNi : ARN interférence

BLAST : basic local alignment search tool

BPFs : bonnes pratiques de fabrication

CAR : Chimeric Antigen receptor

Cas : CRISPR associated gene

Cascade : CRISPR-associated complex for antiviral
defense

CccADN : covalently closed circular ADN

CCR5 : cc chemokine receptor 5

CFRB : coordinated framework for regulation of
biotechnology

CFTR : cystic fibrosis transmembrane regulator
CFU : colony forming unit

ChlIP : chromatin immunoprecipitation

CrARN : CRISPR ARN

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repats

Csnl: nom donné a Cas9 sous I'ancienne
nomenclature

CTD : C terminal domain

DB : double brin

DCas9 : dead Cas9

DISC : déficit immunitaire combiné sévere

Dsb : double stranded break

EBV : epstein-Barr virus

EMA : european medicine agency

EnCHIP : engineered binding molecule mediated
chromatin immunoprecipitation

ESC: embryonic stem cells

ESCRT : endosomal sorting complex required for
transport

FACS : fluorescence activated cell sorting

gARN : ARN guide

GFP : green fluorescent protein

GWAS : genome wide association studies

HBV : virus de I'hépatite B

HCMV : cytomégalovirus humain

HDR : homology direct repair

HEG : homing endonuclease gene

Hiti : Homology independent targeted integration
HIV : virus de l'immunodéficience humaine
HMM : modeéle de markov caché

HR : homologous recombination

HSV : herpes simplex virus

Indels : insertions/deletions

INRA : institut national de la recherche agronomique
INSTI : integrase strand transfer inhibitor

IPSC : induced pluripotent stem cell

ITOP : (induced transduction by osmocytosis and
propanebetaine)

Kb : kilobases

LCTR : large cluster of twenty nucleotides repeats
sequences

LEDGF : lens epithelium derived growth factor
LTR : long terminal repeats

MCR : multiple chain reaction

Mcr-1 : mechanism of colistin resistance 1

MDR : multi drug resistance

MGE : mobile genetic elements

MIT : massachusetts institute of technology
NcARN : ARN non codant

NCBI : national center for biotechnology information
NGS : next generation sequencing

NHEJ : non homologous end joining

NIH : National Institute of Health

NNRTI : non nucleoside reverse transcriptase inhibitor
NPBT : new plants breeding techniques

NRTI : nucleoside reverse transcriptase inhibitor
OGM : organisme génétiquement modifié

PAM : protospacer adjacent motif

PCR : polymerase chain reaction

PD1 : programmed cell death 1

Pdb : paires de bases

PIC : pre integration complex

PNA FISH : peptide nucleic acid fluorescent in situ
hybridization

R&D : recherche et dévelopement

RAAV : adeno associated virus recombinant
RAAV : adeno associated virus recombinant
Rcas9 : cas9 détournée pour couper I'ARN

RGN : ARN guided nuclease

Rnase Ill : ribonucléase IlI

RPE : Retinal Pigment Epithelium

SaCas9 ; Staphylococcus aureus Cas9

SgARN : single guide ARN

ShARN : short ARN

SIA : systéeme immunitaire adaptatif

SiARN : silencing ARN

SpCas9 : staphylococcus pyogenes Cas9

SPIDR : spacers interspaced direct repeats
SsODN : single stranded DNA oligonucleotides
STST : short regularly spaced repats

TALENS : transcriptor activation-like effector
nucleases

TracrARN : trans activating CRISPR ARN

UPSTO : united states patent and trademarks office
USDA : united state department of agriculture
USPTO : united states patend and trademarks office
VZV : virus de la varicelle et du zona

WT : wild type

ZFN : zinc finger nucleases
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Un géne est l'unité de base de l'information héréditaire. Il porte l'information nécessaire
pour construire, maintenir et réparer un organisme. Les génes interagissent avec d’autre
genes, avec la contribution de leur environnement, avec des événements déclencheurs, et

avec une part de hasard pour produire la forme et la fonction ultime d’'un organisme'

Le génome est un terrain d’essai pour nos failles et nos désirs, bien que sa lecture ne
nécessite pas la compréhension d’allégories ou de métaphores. Ce que nous lisons et
écrivons dans notre génome, ce sont nos failles, nos désirs et nos ambitions. C’est la nature
humaine*

Le sentiment de mystere est le plus beau qu'il nous soit donné d’éprouver,
il est a l'origine de tout art et de toute science >
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INTRODUCTION

La maniere la plus simple d’expliquer ce qui se trouve derriere l'acronyme
difficilement prononcable CRISPR-Cas9 est : un ciseau génétique. Ce dernier a la
possibilité de couper in vivo ou in vitro la séquence nucléique que 1'on souhaite et donc
d’éditer les genes. Mais ce ciseau génétique est plus complexe encore que son nom ne le
laisse supposer. Son origine se trouve dans 1'’étude de micro-organismes présents dans
des zones chaudes de la méditérranée espagnole. Son potentiel est a la fois immense et
terrifiant, il aurait le pouvoir d’effacer des espéces entieres tout en éradiquant en méme
temps un fléau de I'humanité qu’est le paludisme. Ce ciseau serait capable de découper
le genome du virus HIV intégré dans le genome d'une cellule, de choisir la bactérie a
laquelle il s’attaque, d’offrir des espoirs de thérapie pour des maladies monogéniques,
d’accélérer nos outils de recherche et de modifier les semences agricoles en
contournant la réglementation actuelle sur les OGMs. La technique progresse a une
vitesse telle qu’elle bouleverse les cadres réglementaires, questionne les paradigmes
éthiques et fais engager des sommes financieres immenses pour sa propriété. Elle est
utilisée pour la premiere fois sur 'embryon humain et en clinique en 2016. Elle est a la
fois ce que I'homme désire et craint, constituée de maniere si simpliste qu'elle peut
sembler évidente : une protéine qui guidée par un ARN va étre capable de découper, a
souhait l'acide nucléique devenant ainsi l'outil d’édition le plus simple et le moins
coliteux sur le marché. Le tout est empaquetable dans le vecteur de votre choix pour
étre introduit dans la cellule qui vous intéresse, animale, végétale, bactérienne. Malgré
son potentiel et les adjectifs gratifiants dont il fait I'objet dans la presse spécialisée ou
non, l'outil n’est pas encore idéal. Des défauts, et des lacunes en terme de maitrise et de
compréhension persistent. Il représente cependant une avancée inédite en recherche
fondamentale et appliquée.

La premiere partie retracera l'histoire de la découverte des CRISPR-Cas, et
I'évolution des connaissances emmenant a son détournement comme outil d ‘édition
génomique. Elle comprendra ensuite une étude des mécanismes moléculaires et une
revue des astucieuses variations qui étendent son potentiel bien au dela du
«copier/coller». Le dernier chapitre consistera en une explication simplifiée de son
usage en laboratoire.

La seconde partie aura pour objectif d’explorer le potentiel de cette technique et
d’envisager son futur, son impact et ses limites. Elle se basera sur une série d’exemples
majoritairement thérapeutiques, chacun répondant a un contexte précis. Ils s’étendent
de la thérapie génique a la cancérologie et I'infectiologie en passant par 1'agronomie, la
génétique dirigée et la recherche. La conclusion de cette partie se fera par un panorama,
approfondissant certains themes abordés dans les exemples précédents, et évoquant
I'innovation, les brevets, la régulation, la place de la technique sur le marché
pharmaceutique et enfin ses limites et celles de notre propre compréhension.
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PARTIE | : HISTOIRE ET METHODE
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fig.0 Un bactériophage en train d'infecter une bactérie est observé par microscopie électronique.
L'interface moléculaire entre un hote et son parasite est une zone ou l'évolution est accélérée, stimulant
I'innovation biologique. C’est le cas de I'interface entre hote bactérien et virus. Les génes impliqués dans
ce conflit se sont révélés étre une mine d’'or codant pour des enzymes dont l'activité peut étre détournée
par les humains au profit de la biotechnologie. La Cas9 est 'une d’entre elles. ?

| HISTORIQUE

1. Introduction : CRISPR, un historique complexe

La découverte du systeme CRISPR, est un mélange de hasard, de curiosité scientifique
et de volonté d'innovation. Elle est le fruit de la convergence entre des travaux ayant
pour objectif I'édition génomique et des recherches plus exploratoires dont le but était
de percer les mysteres d'une étrange structure génomique présente dans la nature.

Les humains ont voulu modifier la vie depuis des milliers d’années. Ils I'ont d’abord fait
par reproduction sélective dans le but de renforcer certains traits de plantes et
d’animaux. Mais nous n’avons que récemment compris les mécanismes moléculaires de
ces modifications. Cette compréhension a débuté par I'élucidation des mécanismes de
I'hérédité avec les travaux de Mendel et Morgan?, puis il y a environ 60 ans elle s’est
poursuivie avec la découverte de la structure en double hélice de '’ADN?. En identifiant
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les éléments de base du code génétique, nous avons eu acces a une étude plus poussée
du vivant. La génétique est devenue un nouveau champ d’étude, au début des années
1960s les scientifiques bombardaient des plantes avec des radiations dans l'espoir de
causer des mutations aléatoires dans le code génétique et d’étudier leur impact. Puis au
fur et a mesure les méthodes et les outils a disposition sont devenus plus précis.

A la fin des années 1970s les premiers séquencages génétiques apparaissaient.
L’avancée et l'accessibilité de ces techniques de séquencages®” permit peu a peu la
réalisation de bases de données regroupant une grande partie des génomes de
nombreux organismes, incluant 'homme. En parallele l'utilisation et la découverte
d’enzymes (ligases, polymérases et enzymes de restrictions) et de la PCR (Polymerase
Chain Reaction)® ont permis d'isoler les génes et d'y introduire des mutations, que ce soit
in vitro au sein des cellules, ou chez des modeles animaux. Gréace a ces techniques, la
compréhension des mécanismes génétiques s’est approfondie et le génie génétique s’est
développé. Le systeme CRISPR et plus particulierement le systeme CRISPR-Cas9
représente aujourd’hui 'outil le plus simple d'utilisation en génie génétique et il promet
d’étre I'un des plus spécifiques.

« Aujourd’hui l'édition génomique ressemble a une découpe au scalpel, dans les années
1960s par comparaison, ils tapaient sur les génes a coups de marteau »° .

Qu'est ce que CRISPR-Cas? Les procaryotes (bactéries et archées) sont constamment
sujets aux attaques virales. Ces virus appelés bactériophages évoluent rapidement et
leur biomasse surpasserait celle des bactéries d'un facteur dix '°". Les procaryotes sont
donc soumis a une pression sélective immense, leur évolution s’est donc logiquement
accompagnée d'un ensemble de défenses innées pour repousser ces prédateurs. On a
longtemps pensé qu'ils étaient dépourvus de mécanisme immunitaire adaptatif. Ce n’est
que récemment qu'un nouveau systéme de défense a été découvert, il fut appelé le
systeme CRISPR-Cas' (pour Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
- CRISPR associated genes). Le détournement de ce systeme se révélera étre un
excellent outil biotechnologique, mais son implication future dans le domaine du génie
génétique ne fut pas évidente deés sa découverte.

2. Génie Génétique : I'histoire paralléle

Sans les décennies de recherches pour aboutir a des outils de génie génétique, il
est possible que la communauté scientifique soit passée a coté de l'utilisation de
CRISPR-Cas9 pour modifier le génome d’espéces animales.

Lorsqu’a la fin des années 1980s les scientifiques émirent I'hypothese de modifier les
génomes de cellules vivantes de mammiferes cela marquait une nouvelle ramification de
la recherche biomédicale. Ils imaginerent rendre possible la modification du génome en
un endroit précis de cellules souches embryonnaires murines®. En découlerait selon eux
la naissance de souris portant la modification génique souhaitée. Bien que
révolutionnaires, ces processus étaient inefficaces, ils nécessitaient la sélection et le
criblage de millions de cellules afin de trouver celles chez qui une recombinaison
homologue aurait eu lieu, échangeant ainsi le gene présent avec la version modifiée
apportée par I'expérimentateur.
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Au milieu des années 1990s, des biologistes, découvrirent qu'en introduisant une
cassure double brin au niveau d'un locus du génome (en utilisant une méganucléase,
une endonucléase dotée d'un site de reconnaissance extrémement peu fréquent), ils
augmentaient énormément la fréquence de recombinaisons homologues, ainsi que son
mécanisme alternatif de réparation le NHEJ (non homologous end joining)* Ils venaient
de réaliser que pour obtenir une édition génomique reproductible il leur fallait une
méthode efficace pour produire une cassure double brin a I'endroit voulu.

La premiere stratégie pour obtenir ces DSB (Double Strand Break ou Coupure double
brin) fut d'utiliser des ZFN ou Zinc-finger Nucleases. Ces protéines sont composées de
domaines de liaison a 'ADN a doigts de zinc fusionnées avec un domaine de clivage de
I’ADN provenant d'une enzyme de restriction's. Des publications montrérent ensuite
que les ZFNs étaient utilisables pour réaliser des éditions par recombinaison homologue
chez 'animal notamment chez la drosophile et la souris 7. En 2005, ¢’est un groupe de
Sangamo Biosciences qui rapporta la premiere modifications chez des cellules
humaines. Ils étaient parvenus a corriger une mutation du géne IL2Ry porté par le
chromosome X, une mutation responsable de DICS (déficit immunitaire combiné
sévere). Avec un taux de 18% de cellules « corrigées » dont 7% pour lesquelles la
correction eut lieu au niveau des deux chromosomes X %1'expérience était un succes.

Ces résultats encourageants portaient les espoirs d'une application clinique des ZFN.
Cependant, la production de ZFN capable de reconnaitre fidélement des sites
spécifiques s’avéra lente et pointilleuse. Une solution technique plus fiable vit le jour en
2009 apres la découverte d'une nouvelle classe de protéines trans activatrices : les
TALENs. Provenant de l'association artificielle entre une protéine d'une bactérie
pathogene du végétal, le Xanthomonas®?® et un domaine nucléase, les Transcriptor
Activation-Like Effector Nucleases. Ces protéines utilisent un assemblage précis de
séquences modulables pour cibler des séquences ADN choisies. Mais cette approche
nécessite encore un travail considérable. Elle impose de créer une nouvelle protéine et
de la valider avant chaque nouvelle expérience. Bien qu’encore utilisé, ce processus
limite aujourd’hui leur vaste adoption. L'outil qui détrone ces précédentes techniques,
qu'on nomme CRISPR-Cas9 est lui aussi emprunté par la biotechnologie au regne
bactérien. (Ia comparaison entre les différentes techniques est présentée en annexe 1)

3. Découverte de répétitions palindromiques chez les bactéries et archées

Ce que l'on connait aujourd'hui sous le nom de systeme CRISPR a été observé a
la fin des années 1980 par des microbiologistes qui s'intéressaient a l'exploration du
génome de bactéries et archées. Ce n’est pas son activité immunitaire qui fut mise en
évidence en premier, mais plut6t 'intrigante structure génétique qui code ce systéme :
les bactéries étudiées possédaient dans leur génome d’étranges répétitions-22

En 1987, Yoshizumi Ishino de l'université d’Osaka étudiait le gene iap d’Escherichia coli.
Durant leurs efforts pour parvenir a le séquencer (En 1987 le séquencage n’avait pas
atteint l'efficacité qu’on lui connait aujourd’hui) ils trouverent des mystérieuses
séquences de 29 nucléotides répétées espacées par 32 nucléotides. La derniere phrase
de leur publication :
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« Jusqu'a aujourd’hui , jamais aucune séquence similaire a celle-ci n’avait été observée
chez les procaryotes, sa signification biologique est inconnue »*

En 1993, la publication de Francisco Mojica et ses collegues fut la premiere a relier les
pieces du puzzle qui démontrerait l'existence d'un systeme CRISPR. Ils réalisaient des
recherches en Espagne sur I'archée halophile Haloferax mediterranei présente dans les
marais salants et les cotes proches de la ville d’Alicante. Ils constatérent que 'enzyme de
restriction PstI découpait le génome bactérien de maniere différente en fonction de la
concentration en sels du milieu de croissance. En étudiant les fragments découpés, ils
observerent pour la seconde fois de I'histoire scientifique des répétitions quasi
identiques et presque palindromiques de séquences de 30 bases, séparées a chaque fois
par environ 36 bases.**

fig.1 Francisco Juan Martinez Mojica, a l'université d’alicante 25

Ils enquéterent pour savoir si ces étranges structures étaient un cas isolé et découvrirent
des répétitions similaires chez une espéce proche : Haloferax Volcanii. Aprés une revue
de littérature ils tomberent sur la publication d’'Ishino et de ses collegues?¥?. L'équipe
répertoria alors toutes les publications faisant état de leur présence ainsi que leurs
propres découvertes dans un document publié en 2000 ?’. Ils recenserent ces répétitions
ou leur transcrits chez une vingtaine de micro-organismes distincts, incluant
Escherichia coli, Clostridium difficile, Mycobacterium tuberculosis ou encore Yersinia
pestis??8-31, Deux années plus tard le nombre d’espéce répertoriées doubla, grace aux
travaux de Ruud Jansen et de ses collegues de l'université d'Utrecht?.. Ces scientifiques
s’assurerent également que ces répétitions étaient uniques aux bactéries et archées et ne
se retrouvaient ni chez les eucaryotes, ni chez les virus.

Fig.2 Représentation schématique d'un locus CR ISPR.

Les cubes bleus représentent les séquences palindromiques similaires ou « repeats » . Elles sont séparées
par les diamants colorés : les « spacers » qui représentent chacuns une séquence différente de longueur
proche.®

Au fur et 4 mesure de leur recensement ils se rendirent compte que ces répétitions
n’étaient pas un cas isolé mais une structure courante dans le génome de plusieurs
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micro-organismes. On leur donna d’abord le nom de SPIDR pour Spacers Interspersed
Direct Repeats. Le terme « Locus » fut utilisé pour nommer les zones ou ces séquences
étaient regroupées, et «Spacer» désigna les séquences séparant les courts
enchainements palindromiques. Leurs principales caractéristiques furent relevées :

« Au sein d'une espece unique telle que Mycobacterium tuberculosis, on observe un unique
locus SPIDR, tandis que d’autres especes, comme M.Jannaschii, contiennent 20 loci
différents. Au sein d’un locus, le nombre de répétitions varie grandement, allant de deux a
plusieurs douzaines de répétitions. Les loci SPIDR sont encadrés par une séquence leader
de 300-500pdb qui est conservée au sein d'une méme espece, mais ne l'est pas entre especes
différentes »*

Mais quel était le role de ces séquences ? La curiosité scientifique des chercheurs
impliqués était piquée a vif, c’était l'étincelle qui permettrait de déclencher de
multiples recherches .

3. Baptéme
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fig.3 : Extrait de la correspondance entre Ruud Jansen et Francisco Mojica au sujet du nom «CRISPR» 3

En 2001, plusieurs publications commencaient a paraitre au sujet de ces répétitions.
Mais elles les nommaient toutes de maniere différentes. SPIDR (Spacers Interspaced
Direct Repeats) pour Jansen et ses collegues®, STST (Short Regularly Spaced Repeats)
par Mojica et son équipe?®, ou encore LCTR (large cluster of twenty nucleotides repeats
sequences) pour She et associés®. Pour éviter toute confusion, c’est I'acronyme CRISPR
qui a été choisi. Comme Ruud Jansen le fit remarquer par e-mail a Francisco Mojica :

« il avait I'avantage de ne pas étre déja présent dans la base de donnée Medline¥ et d’avoir
une sonorité sympathique. »

4. Découverte des génes Cas

Deés 2002, a I'Université d'Utrecht, Jansen et son équipe firent une découverte
qui permettrait de mieux comprendre la biologie des séquences CRISPR. En étudiant
leur environnement ils observerent qu’elles étaient toujours accompagnées par des
familles de génes qui étaient retrouvées seulement si les séquences CRISPRs étaient
aussi présentes. Ces genes seraient appelés Cas, pour CRISPR Associated.

Initialement ils identifierent quatre genes (Cas 1 a 4), un gene
qu'ils nommerent Casl était toujours associé aux CRISPRs.
L'étude des séquences des genes Cas montra qu'ils codaient
probablement pour des domaines hélicases et nucléases 3%, La
protéine codée par le geéne cas3 montrait des motifs
caractéristiques des hélicases de la superfamille 2, tandis que la
protéine Cas4 comportait des motifs de la famille RecB des
exonucléases (des domaines destinés a délier et a couper les
acides nucléiques). Ces observations suggéraient que les
protéines codées pouvaient étre impliquées dans le
métabolisme de '’ADN ou l'expression génique. La proximité
géographique des séquences Cas avec les séquences CRISPR et
fig.4 Ruud Jansen la nature de de leur produit amena a penser qu'il existait un lien
entre les deux. Ils constitueraient le systeme CRISPR-Cas.

Une autre observation importante était la mobilité des éléments CRISPR. Ils notéerent
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que dans les espéces comportant deux loci CRISPRs ou plus, ceux-ci sont flanqués par
une séquence leader de 300 a 500pdb sur l'un des cotés. Les répétitions directes et la
séquences leader sont conservées au sein d'une espéce bactérienne, mais différent entre
especes. Pour eux la présence de multiples locus chromosomiques CRISPR était un
signe de la mobilité de ces éléments géniques.

Bien que des analyses bioinformatiques initiales prévoyaient I'implication du systéeme
Crispr-Cas dans le métabolisme des acides nucléiques 3342, le premier indice quant a leur
véritable fonction viendra de la découverte de l'origine des spacers.

5. Provenance des Spacers (espaceurs): le déclic

En 2005 trois articles vinrent élucider le role naturel du systeme CRISPR-Cas,
chacun apportant des informations complémentaires. Francisco Mojica, Christine
Pourcel, Alexander Bolotin et leurs équipes tentaient de comprendre l'origine de ces
séquences. En tapant une a une les séquences dans le logiciel Word, puis en les
soumettant a I'outil BLAST* (pour Basic Local Alignment Search Tool), ils purent les
comparer a la bibliotheque des séquences enregistrées dans l'outil. Ils se rendirent
compte que loin d’étre toutes inconnues ces séquences correspondaient parfois a des
éléments avec lesquelles les bactéries avaient des contact plus que fréquents.

5.1 Equipe de Francisco Mojica a I'Université d'Alicante

L’équipe de Mojica se rendit compte de I'étrange similarité entre les séquences
spacers et celles de virus connus pour avoir un tropisme bactérien. Ils constatérent que
la séquence d’'un spacer qu'ils avaient découvert chez une souche d’ Escherichia coli était
identique a celle du phage P1 (la comparaison des séquences est présentée en Annexe 2). Le Phage
P1 est un virus bactériophage connu pour infecter de multiples souches d’Escherichia
coli. Un détail allait avoir une importance majeure : la souche bactérienne sur laquelle
ils enquétaient était connue pour étre résistante a ce phage. Intrigués ils vérifierent s'il
ne s’agissait pas d'un hasard. Apres avoir répété cette procédure pour 4500 séquences
spacers, 2% étaient similaires a des séquences connues, parmi elles les deux tiers
correspondaient a des séquences virales ou a celles de plasmides. Les virus connus pour
infecter les bactéries testées étaient ceux pour lesquels les spacers avaient la
correspondance la plus complete*. Selon eux :

« ces résultats pourraient impliquer une relation entre CRISPR et une immunité dirigée
contre un élément envahisseur »

Ils venaient d’identifier la premiere preuve d'un systeme immunitaire adaptatif
procaryote. L'hypothése d'une interférence, similaire a celle de 'ARN interférence, par
association complémentaire entre transcrits CRISPR et éléments viraux fut proposée**,
mais le mécanisme exact s’avérerait plus complexe.

5.2 Equipe d'Alexander Bolotin a I'INRA

L’équipe de Bolotin réalisa quelques mois plus tard des observations chez
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Streptococcus spp qui les conduisirent a des conclusions similaires?®. Ils montrérent par
ailleurs que la longueur des loci CRISPR est inversement proportionnelle au nombre de
phages infectant la bactérie qui les contient . En résumé, plus la zone CRISPR contient
de spacers, plus la bactérie est protégée contre un grand nombre de virus. L'’hypothese
reliant CRISPR-Cas et défense immunitaire se confirmait*4. Cette équipe identifia deux
nouveautés qui allaient par la suite prendre une importance majeure :

— La premiére était la structure inédite du systeme CRISPR-Cas chez
Streptococcus thermophilus. Bien que ressemblant a ceux déja observés, il ne
possédait pas la plupart des multiples génes Cas connus. A la place ils en
comportait un nombre inférieur, I'un codant pour une grosse protéine dont
l'activité prévue était une activité nucléase. Ils la nommerent Cas9. Ils avaient
découvert ce qui serait nommeé dans la classification actuelle un systéeme Crispr
de type II, le plus simple connu aujourd’hui. C'est a dire celui ayant le moins
d’éléments nécessaires a son fonctionnement, par opposition a ce que nous
appelons un systeme de type I dont l'activité repose sur un grand nombre de
genes et protéines Cas.

— La seconde nouveauté était I'observation d’'une séquence conservée présente
dans le génome des éléments envahisseurs. Cette séquence serait plus tard
nommée PAM pour Protospacer Adjacent Motif et son role se révélerait
indispensable au mécanisme du systeme.

5.3 Equipe de Christine Pourcel a I'Université Paris XI

La méme année l'équipe de Christine Pourcel compléta leur hypothese en se
concentrant sur deux micro-organismes, Yersinia pestis et Streptococcus pyogénes. Leur
idée était d'utiliser les trés variables séquences CRISPRs afin d’obtenir un nouvel outil
d’identification des différentes souches de ces organismes pathogenes. Au sein du
génome de Yersinia pestis, trois locus CRISPR distincts peuvent étre identifiés. L'un
d’eux est trés polymorphique (un génome d'une souche de Yersinia pestis utilisé dans leur étude est
représenté en Annexe 3). Les auteurs séquencerent au total 109 alleles des 3 locus CRISPRs
de Yersinia pestis.

fig.5 Christine Pourcel

Cela leur permis d'identifier une évolution dynamique
des séquences. Ils identifierent de «vieux» spacers ainsi
que des nouveaux. Un portrait de 1'évolution de ces
CRISPRs pouvait alors se dessiner. Ils montrérent que
I'addition de nouveaux motifs spacers se faisait de
maniére polarisée, c’est a dire proche d'une séquence
leader (précédemment décrite par Jansen et son
équipe)®. En terme d’activité, c’est a dire de nombre de
nouveaux spacers acquis, le locus CRISPR le plus actif
était majoritairement celui le plus proche des genes Cas.
Cette observation confirmait le role tres probable des
produits de ces genes dans l'acquisition de nouveaux
spacers et leur insertion.
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En reliant les séquences des spacers a celles de prophages, les auteurs suggéraient que
ces systéeme faisait parti d'un mécanisme de défense capable de s’approprier des
séquences d’éléments génétiques étrangers. Pour eux :

« CRISPRs pourrait représenter la mémoire d’agressions génétiques passées »*°

Ils montraient que ces séquences étaient collectées dans le but de lutter contre les virus
dont elles provenaient en cas de réinfection. C’'était un peu comme garder I'image de son
ennemi dans sa poche, ou plus précisément dans le cas de la bactérie, le négatif de cette
photographie. Leur publication dévoilait donc un ensemble d’échanges dynamiques
entre génomes viraux et les systemes CRISPRs des génomes bactériens. Il sera
ultérieurement montré que d’anciens spacers sont perdus,et de nouveaux acquis,
permettant ainsi a 1'hote de s’adapter dynamiquement aux infections par des virus
nouveaux ou mutés.!2#
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fig.6 Illustration de la provenance des séquences spacers, la séquence virale correspondant a celle des
spacers serait appelée : Protospacer*

Il s'agissait de découvertes surprenantes et excitantes, mais comme de nombreuse idées
novatrices, l'obtention d'une reconnaissance par la communauté scientifique s’avéra
longue et complexe. Les deux publications furent soumises a 3 ou 4 revues majeures, au
méme moment, en 2003. Mais elles déclenchérent une vague de scepticisme de la part
des rapporteurs. Lorsqu'ils étaient favorable aux idées démontrées, c’est le petit nombre
(2%) de correspondances entre séquences virales et bactériennes qui empéchaient de
les convaincre. Finalement aprés deux années, ces études furent publiées a quelques
semaines d’écart en 2005. **

6. Preuves expérimentales du S.I.A conféré par CRISPR-Cas

Les trois publications précédentes tracaient une carte qui menait a I'existence
d'un systeme immunitaire adaptatif (ou S.I.A) chez les procaryotes, mais ce dernier
n’avait pas encore été observé en activité. La premiere preuve in vitro de ce S.I.A vint
d'un lieu qui peut sembler inattendu: des laboratoires de l'industrie des produits
laitiers.

Employés par Rhodia Food, une filiale de grands groupes de l'industrie alimentaire
produisant des cultures destinées a I'élaboration de yaourts, Phillipe Horvath et son
équipe travaillaient sur la bactérie lacto-acidique Streptococcus thermophilus. Rodolphe
Barrangou et lui n'avaient « initialement aucune idée du rdle du systéme CRISPR »*.
Mais ils étaient curieux et se renseignaient activement sur les techniques capables de
protéger leurs cultures des infections virales.

Se basant sur les publications citées précédemment ils voulaient utiliser cette défense
naturelle pour immuniser leurs cultures. Leur technique consista a exposer la bactérie
sélectionnée a un virus et a récupérer les souches qui survivaient a 'attaque. Puis toute
l'astuce consista a identifier par séquencage si ces bactéries avaient acquis de nouveaux
spacers. D’apres Horvath :

«CRISPR n’est pas le seul mécanisme capable de conférer aux cultures une résistance aux
phages mais il est celui qui peut étre utilisé de maniére efficiente »*'*

Ils observerent l'immunité acquise en action. Ils constaterent que CRISPR, en
association avec les genes Cas, conférait une résistance aux phages, la spécificité de
celle-ci étant déterminée par la similarité entre les séquences spacers et celles des

phages. Le retrait ou I'ajout d'un spacer pouvait modifier I'identité de cette résistance™.
(Un exemple de leur travaux est présenté en Annexe 4)
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Ils étudierent également le role de deux genes : Cas 9 et Cas 7. Les bactéries ont besoin
de Cas7 pour acquérir une résistance, mais des qu’elles possédent dans leur systeme
CRISPR un spacer provenant d'un phage, elles n‘en ont plus besoin pour rester
résistantes. Cela suggere que Cas 7 est impliqué dans la création de nouveaux spacers et
répétitions, mais pas dans l'immunité elle-méme. Par contre le gene Cas9, dont la
séquence code deux motifs nucléases (HNH et RuvC) et dont I'aboutissement est donc
de coder pour une protéine Cas9 catalysant la coupure de liaisons nucléiques, est
nécessaire pour résister aux phages et représente donc un composant actif de
I'immunité bactérienne. 3848

Finalement ils découvrirent que, si certains isolats de phages pouvaient surmonter cette
immunité bactérienne, c’était que les séquences de leur génome qui correspondaient
aux spacers (nommées : protospacers) variaient sensiblement , méme d’une seule base.
Ce systeme immunitaire dépend donc d'une correspondance précise entre les séquences
des spacers et de la cible virale.

7. Classification initiale et regroupement des génes Cas en familles

En parallele les recherches portant sur les genes Cas se poursuivaient, au fur et a
mesure que leur nombre grandissait, ils furent d’abord classifiés en familles. Dés 2002,
en identifiant des similarités entre les séquences Cas, Jansen et ses collegues posérent
les bases de la classification permettant de les répartir en différents groupes. En 2002 la
fonction exacte de ces séquences restait inconnue. Leur classification serait donc
fondée sur la présence de genes signatures®. Ils décrivirent en fonction de leur
similarités 4 familles de genes codant pour les protéines Cas. Ils montrent des régions
hautement conservées codant pour des domaines fonctionnels. A ces quatre familles
vinrent se rajouter de nouvelles. On se rendit compte a posteriori que certains genes
précédemment étudiés étaient en fait des genes associés aux CRISPR. L'équipe de Kira
Makarova au NCBI (National Center for Biotechnology Information) s'intéressant aux
éléments génétiques conservés avait identifié des 2002 une vingtaine de familles de
genes qui se révéléerent étre des Cas.*”

En 2005, le role des CRISPRs et la fonction des Cas commence a étre comprise. C’est
I'équipe de Daniel Haft a I'Institute of Genomic Research dans le Maryland qui, inspirée
par les précédents travaux, identifie un total de 45 familles de genes. Ils examinérent
toutes les séquences pouvant coder pour des protéines non référencées dont les genes
étaient au voisinage des CRISPR et décrivirent ces genes comme :

« appartenant a différentes classes, comportant différents motifs, différents assortiments
et différents tropismes d’espeéces procaryotes».

Afin de donner un sens a I'hétérogénéité de ces séquences ils réaliserent de multiples
comparaisons par alignements de séquences, et utiliserent des HMM, acronyme
signifiant en francais : modele de Markov caché (Ces modeles mathématiques servant a
identifier les familles avec une grande sensibilité et spécificité).*?
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Ils mirent alors la classification a jour et montrerent qu'on pouvait décrire les familles
de protéines Cas comme des « Guildes », c’est a dire un ensemble d’entités qui réalisent
une tache similaire. Ils rajoutaient un élément a la classification : celui de la fonction des
protéines. Ces guildes seraient tantot impliquées dans la maintenance des répétitions?,
la capture de nouveaux spacers*** ou l'expansion ou la contraction des ensembles
CRISPR. En décrivant la multitude de guildes connues, ils s’apercurent que les systémes
CRISPR-Cas existaient chez les procaryotes sous une tres grande diversité de formes et
de fonctions. L’association de protéines assurant leur fonction variant intensément en
nombre et en taille. Voici un exemple adapté de la publication de Haft +

fig.7 Exemple de deux systémes CRISPR distincts.

Streptococcus pyogenes et Escherichia coli possédent chacun des groupes de génes Cas différents associés
aux séquences CRISPR (ici schématisés en noir sous le nom RPT). Ces génes codent pour des protéines
ayant des fonctions différentes. Ces protéines peuvent étre rassemblées en guildes (partageant des rdles
similaires). Ici c’est I'ancienne nomenclature qui est utilisé, Csnl par exemple est désormais appelé Cas9.

En 2005, le role naturel de CRISPR-Cas en tant que systéme immunitaire adaptatif était
établi. Les recherches réalisées avaient permis de montrer qu'il pouvait prendre
plusieurs formes chez différentes especes de procaryotes. L’étude des protéines qui le
composent avait montré qu’elles réalisaient des fonctions variées mais un élément
manquait pour comprendre son fonctionnement et parvenir a la réalisation de la
classification que nous connaissons aujourd’hui : le mécanisme d’action.

8. Découverte des crARNs et de leur maturation

En 2008 Stan Brouns, John Van der Oost et leurs collegues de l'université
néerlandaise Wageningen réaliserent une expérience intéressante®. Ils insérerent le
systeme CRISPR d'une souche d'Escherichia coli dans une autre souche d’Escherichia
coli qui en était dépourvue. Par purification d’affinité et co-précipitation, ils
caractériserent un complexe de 5 protéines Cas, aussitot appelé Cascade ( en terme de
classification E.coli sera décrit comme le plus complexe des systemes CRISPR de type I
et de classe 1, le role de la cas9 est assuré par le complexe Cascade et Cas3)

fig.8 John Van der Oost au centre et Stan Brouns tout a fait a droite.
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En inhibant sélectivement chacun de ces composants, ils montrerent que le groupe
protéique Cascade est nécessaire au clivage du long précurseur d’ARN issu de la
transcription du locus CRISPR en un ARN de 61 nucléotides. Les ARNs maturés
obtenus seraient appelés les crARNs (pour CRISPR ARN). Ils montrérent que ces
crARNs commencaient tous par les 8 derniéres bases des séquences répétées suivies par
la séquence complete du spacer puis le début de la prochaine région répétée.>°

fig 9 Illustration de la production des crARN a partir de la maturation des transcrits CRISPR

Afin de prouver l'implication des crARNs dans I'immunité liée au systéme CRISPR, ils
construisirent le premier systeme CRISPR partiellement artificiel. En créant un locus
artificiel contenant 4 spacers de leur choix, chacun correspondant a une séquence
connue du phage lambda. Comme prévu, les souches portant ces nouvelles séquences
CRISPR développaient une résistance au phage lambda.

Les auteurs créerent deux versions de leurs systemes CRISPR artificiels, 'une anti-sens
(complémentaire des ARNm et du brin codant), I'autre sens (complémentaire seulement
du brin non codant). La version sens fonctionna de maniére plus efficace, ce qui leur
permis d’émettre une hypothese nouvelle : la cible du systeme CRISPR pourrait étre
I’ADN.

9. CRISPR cible I'ADN

La plupart des hypothéses initiales prévoyaient un mécanisme de défense par
interférence  ARN. Si elles étaient fausses, cela présageait l'existence d'un
fonctionnement inédit. Dans une publication parue fin 2008, afin d'identifier avec
certitude la cible du systeme CRISPR, Sontheimer et Marraffini utiliserent une
astucieuse méthode. Ils introduisirent un intron capable de s’auto-épisser au sein du
gene cible du systeme CRISPR-Cas de Staphylococcus epidermidis. Cet ADN plasmidique
n'était donc plus complémentaire de la séquence spacer portée par le génome bactérien. Par contre
I'ARNm le serait car la séquence intronique serait éliminée par épissage et sa
complémentarité serait restaurée. Cette astuce permettait de savoir lequel des deux
acides nucléiques était la cible du systeme CRISR, leur résultats pencherent en faveur
de 'ADN®. Ils comprirent d’emblée I'importance de leur découverte :

« La capacité de provoquer une destruction guidée d'un ADN qui contient une séquence
cible donnée pourrait avoir des applications considérables si le systéme est capable de
fonctionner en dehors de son contexte bactérien ou archéen natif »

Comme nous le verrons, de multiples obstacles seraient a franchir avant d’avoir la
possibilité d’isoler un systéme aussi complexe et de pouvoir I'appliquer ailleurs qu’au
sein d’'un micro-organisme. Il restait notamment a identifier un acteur principal de ce
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systeme de défense , celui qui empéchait les éléments envahisseurs d’agir. Cet acteur le
ferait par un mécanisme jamais observé dans la nature : il allait couper I'’ADN guidé par
un court fragment d’ARN.

10. La protéine Cas9, guidée par les crARN clive le double brin d'ADN cible

En 2010, au sein de son laboratoire de l'université de Laval Josiane Garneau
collaborait avec l'entreprise agroalimentaire Danisco dont faisaient parti P.Horvath et
R.Barrangou. Pour comprendre le fonctionnement de I'immunité CRISPR ils étudierent
in vivo l'interférence plasmidique chez Streptococcus Thermophilus. Leurs expériences
reposaient sur l'introduction dans la bactérie de plasmides codant une résistance a un
antibiotique suivie de l'exposition de ces colonies aux mémes antibiotiques. Si elles
perdaient leurs résistances c’était que le plasmide avait été détruit. En analysant le
contenu des cellules ils se rendirent compte de la présence inattendue du plasmide sous
forme linéarisée. En reproduisant I'expérience apres inactivation des genes Cas, seule la
forme circulaire était présente. Lorsqu’ils séquencérent les plasmides linéarisés, ils
observerent une coupure a bouts francs. Ils venaient de découvrir la clef du
fonctionnement du systeme CRISPR, ils conclurent :

«l'ADN double brin est ciblé puis clivé a l'intérieur du protospacer par la machinerie
CRISPR/Cas. »

Poursuivant leurs recherches, ils observérent des résultats similaires concernant la
coupure de I'’ADN viral. De plus le nombre de spacers distincts correspondait au nombre
de coupures relevées. Il serait montré que S.Thermophilus posséde un systeme CRISPR
de type II, ou I'unique protéine Cas9 est responsable de la découpe de la cible. D’autre
types CRISPR ont différentes manieres d’organiser cette attaque, et associent souvent
l'activité de plusieurs protéines Cas pour y parvenir. Par contre quelque soit le type de
systeme, ils nécessitent tous une molécule d’ARN pour les guider : le CRISPR ARN ou
crARN.

fig.10 Illustration du mécanisme de défense de maniére simplifiée : Durant I'acquisition une séquence
d’'un élément génique envahisseur est ajoutée aux locus CRISPR. Elle est enregistrée sous forme d'un
spacer borné par des motifs répétés. Ces locus constituent ainsi une mémoire génétique des agressions
passées. Apres transcription, celui ci donnera un long transcrit (le crARN) qui une fois découpé donnera
autant de crARN que de spacers. Chacun des crARN est complémentaire de la séquence virale ou
plasmidique qui a été gardée en mémoire. Lorsque cet élément génique pénétrera a nouveau dans la
cellule, il sera reconnu par les nucléases Cas (représentées par un cercle bleu) qui guidées par le crARN
complémentaire de la séquence virale catalysera le clivage.
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11. Une limite naturelle : le PAM ou Protospacer Adjacent Motif

Les possibilités de découpe semblaient illimitées, a un détail pres: le PAM. Il
s'agit d’'une limite naturelle a laquelle est soumise l'activité de découpe du systeme
CRISPR. Cette séquence n’appartient pas au génome procaryote mais a celui de
I'envahisseur (viral ou plasmidique). C’est cette limite qui fait que les protéines Cas
seront par exemple capable de couper une séquence virale tout en épargnant la
séquence spacer du génome bactérien, Ils permettent la différentiation entre le soi et le
non-soi 1l s'agit d'un court motif présent a proximité du protospacer 772. Ces divers
motifs seront appelés PAM pour Protospacer Adjacent Motif suite a leur mise en
évidence chez de nombreux micro-organismes quelquesoit le type CRISPR?2 Ces motifs
PAMS sont indispensables a l'activité CRISPR-Cas'>??2 et représenteront donc une
limite des futures applications biotechnologiques.

12. Découvertes des tracrARN du systeme CRISPR-Cas9

Dans les années 2000s, les CRISPR étaient encore un domaine discret, seulement
une poignée de microbiologistes s'intéressaient a la récente découverte de ces fragments
répétés du génome bactérien. Emmanuelle Charpentier, était 1'une d’entre eux,
biologiste au département microbiologie et génétique de l'université de Vienne elle
était spécialisée dans le domaine des ncARN régulateurs (de petits ARN non codants).
Elle s'intéressait a l'identification des sites du génome de Streptococcus pyogenes qui
codaient pour ces ARNs régulateurs. Son équipe et elle utilisaient un outil
bioinformatique pour prédire la localisation de ces séquences, mais pas leur contenu.
Elle collabora donc avec le microbiologiste Jorg Vogel du Max Planck Institute for
Infection Biology, qui développait des méthodes de cartographie ARN a large échelle. En
2008 il parvint a séquencer l'ensemble des petits ARNs générés par Streptococcus
pyogenes. >

Streptococcus pyogenes est tristement célebre pour son role dans les angines a
streptocoque et la fasciite nécrosante. Dans le domaine des CRISPR il était devenu
connu par le fait qu'il possede un systeme CRISPR de type II, et donc la plus simple
itération recensée de ces systémes avec sa protéine effectrice : Cas9. Le mécanisme
précis de ce systeme échappait encore aux chercheurs. En étudiant le transcriptome de
la bactérie la premiere chose qu'ils observerent était une sur-abondance d'un petit ARN
nouveau qu'ils nommeérent trans-activating CRISPR RNA (tracrARN). Ce nom
provenant du fait que la position de la séquence prédite par bioinformatique se trouvait
proche du locus CRISPR-Cas9. Charpentier et ses collegues espéraient qu'il s’agissait
d’'un élément impliqué dans le systéme CRISPR de type II.

13. Simplicité du systéeme CRISPR-Cas9 et rdle du tracrARN

Comme nous l'avons vu la maturation du crARN a partir de son transcrit issu du
locus CRISPR est l'une des étapes capitales du fonctionnement de ce systeme®.
Jusqu'alors seulement trois protéines cas (Cse3, Cas6 et Csy4 ) dotées d’activité
endoribonuclease et pouvant donc couper le précurseur ARN avaient été identifiées. 55
On ne connaissait pas encore leurs homologues capable d’effectuer la maturation du
pre-CrARN pour de nombreux sous types du systemes CRISPR Cas. Cette lacune
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laissait penser qu'il existait certainement au moins une voie alternative impliquant des
protéines Cas encore inconnues ou des mécanismes différents’. La découverte du
tracrARN viendrait combler ce vide pour le systeme CRISPR de type II et plus encore.

Emmanuelle Charpentier s'était relocalisée au Umed Centre for Microbial Research dans
le nord de la Suede. Porté par Elitza Deltcheva, étudiante en Master résidente de
I'ancien laboratoire viennois, I'enquéte sur le role du tracrARN se poursuivait. Ils
débutérent une série d’expériences et dévoilerent une nouvelle voie d’activation du
systemes CRISPR dans laquelle le petit tracrARN I'endoribonucléase III de I'hote et la
protéine Cas9 participent a I'obtention de crARNs actifs. Ils se rendirent également
compte que non seulement le tracrARN était impliqué dans l'activité de ce systéeme
CRISPR mais que pour couper 'ADN le systéeme CRISPR-Cas9 n’avait besoin que de
trois composants :

- le tracrARN
- le crARN
- la protéine Cas9.

Ce systeme CRISPR-Cas9 était surprenant de simplicité comparé aux « autres systemes
qui n’utilisaient qu'un ARN et une multitude de protéines ».5

Emmanuelle Charpentier et ses collegues soupconnaient les deux ARNs d'interagir
entre eux pour guider la protéine Cas9 vers la séquence ADN ciblée du génome viral.
Ce concept était inédit, un tel travail en équipe était routinier entre protéines mais
n’avait jamais été observé pour des ARNSs. Plus tard d’autres études confirmeraient leur
intuition et montreraient que le tracrARN est essentiel a la protéine Cas9 pendant
I'étape de clivage de '’ADN. 5556

Jorg Vogel déclara a posteriori qu'il s’agissait d'une « période tres intense ». Ils savaient
que leurs découvertes allaient changer la donne, mais ils étaient aussi effrayés par la
possibilité d’étre doublés si leurs travaux fuitaient et qu'un autre groupe publiait avant
eux®. Pour s’assurer que leur publication passerait sans encombre les demandes des
arbitres, ils travaillerent en silence pendant un an pour couvrir tous les angles de leur
publication avant de la soumettre a la revue Nature.”

fig. 11 Emmanuelle Charpentier et I'une de ses collegues au Max
Planck Institute de Berlin, son actuel lieu de travail.s

Ils regrouperent leurs conclusions dans une publication parue en 2011 ¥. (La figure en
Annexe 5 représente leurs conclusions relatives au mécanisme de maturation du crARN).
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14. Résumé des connaissances microbiologiques

L’histoire de CRISPR en tant que systeme immunitaire étudié en microbiologie
allait entrer en collision avec le domaine de I'édition génomique. Au fur et a mesure,
I'accumulation des études sur le systeme CRISPR-Cas permit d’avoir une idée plus
complete de son fonctionnement en tant que systeme immunitaire. C'est cette méme
base de connaissances qui permettrait aux scientifiques impliqués dans leurs
découvertes d'identifier le potentiel qu’avait ce fantastique systéme naturel. Il pourrait
étre détourné de son activité initiale pour servir d’outil d’édition du génome et il avait le
potentiel de faire partie des outils les plus performants de ce domaine.

Avant de quitter I'histoire microbiologique de CRISPR, pour nous intéresser seulement
a I'ensemble formé par la protéine Cas9 et ses guides ARN, voici une description de
l'action du systeme CRISPR-Cas9 en tant que systéme immunitaire adaptatif :

Le systeme CRISPR-Cas déclenche une immunité vis a vis d’éléments génétiques
étrangers par le biais de 3 étapes : 'adaptation, I'expression et enfin l'interférence. Ces 3
étapes peuvent étre réparties en deux groupes distincts : tout d’abord la « prise
d'information » qui comprend I'étape d’adaptation puis « l'action» qui regroupe
I'expression et l'interférence. Les protéines impliquées dans la prise d’'information (Casl
et Cas2) ont tendance a étre hautement conservées entre les différents types CRISPR,
tandis que celles des deux derniéres étapes varient grandement d'un micro-organismes
a un autre.> !

Pendant l'étape d’adaptation, de courts morceaux d’ADN, homologues aux séquences
virales ou plasmidiques envahisseurs, sont intégrés dans les loci CRISPRs. Par exemple,
lors d'une attaque virale, cela déclenchera l'insertion d'un spacer dérivant de ’ADN
viral. C’est la protéine Casl, conservée quelque soit le systeme CRISPR qui semble
impliquée dans l'acquisition. Typiquement dans le cas de virus, ce n'est qu'un seul
spacer, ayant une longueur proche des 30pdb qui est inséré au niveau du coté leader du
locus CRISPR. Ce spacer conférera a la bactérie une résistance dirigée contre le phage
dont il est issu. Chaque intégration est accompagnée de la duplication d'une répétition
et crée ainsi une nouvelle unité « spacer-repeat »*%>%, La sélection de I'élément a
capturer dans 'ADN envahisseur (le protospacer ) semble étre déterminée par la
reconnaissance de PAMs. Les PAMs sont de courtes séquences de quelques nucléotides
qui different entre les sous types de CRISPR-Cas**, Barrangou et ses collegues furent
les premier a observer l'acquisition des spacers au sein des systeme CRISPR de

Streptococcus thermophilus®.(Annexe 6 : figure représentant l'acquisition d’un nouveau spacer au
sein d'un locus CRISPR)

La seconde étape est l'expression. Durant celle-ci un long transcrit primaire du locus
CRISPR est généré, c’est le pre-crARN. Il est ensuite découpé afin d’obtenir les courts
crARN. Ce découpage est catalysé par une endoribonuclease qui opere soit en tant que
sous-unité d'un complexe enzymatique de grande taille (par exemple le complexe
Cascade ou CRISPR associated complex for antiviral defence chez E.coli) ou comme une
unique enzyme (comme la Cas6 de Pyrococcus furiosus). Une variante existe avec le
tracrARN qui agit comme un guide pendant la maturation du pre-crARN, qui est
catalysée par la RNASE III en présence de la Cas9%.Dans le cas du complexe Cascade
des systemes de type I5°% le crARN mature reste associé au complexe protéique apres le
clivage initial par I'endonucléase. Par contre dans le cas de Pyrococcus furiosus, le
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crARN, maturé par casé6, est pris en charge par un complexe protéique distinct, par
lequel il sera maturé a nouveau au niveau 3’ 546566

Une fois les crARN matures obtenus, l'ultime étape est l'interférence. Durant celle-ci
I'ADN étranger est ciblé et clivé au sein de la séquence correspondant au spacer : la
séquence proto-spacer.. Le crARN guide les différents complexes de protéines cas (le
Complexe cascade chez Escherichia coli, Cas9 chez S.pyogenes ou Cas6 pour P.Furiosus)
par appariement aux séquence complémentaires cibles du virus ou du plasmide qui
correspondent au spacer (qui a servi de matrice au crARN)*°. Les PAMs jouent aussi un
role important pendant le processus d'interférence,'* ils assurent que la coupure est
limitée aux fragments qui la contiennent.

La connaissance de ces mécanismes permit la classification des systemes CRISPR en
types, en fonction de leurs protéines effectrices. Chacun est représenté par une bactérie
qui représente son archétype : Type I avec Escherichia coli, Type 11 : S.pyogenes et Type
I1I pour P.Furiosus. Parmi les systemes découverts a ce moment la, le systéeme CRISPR
de type II et sa Cas9 est celui qui par sa simplicité et sa taille, avait le plus d’atouts pour

étre détourné au profit de I'édition génomique. (la classification des génes Cas en 2011 est
représentée en Annexe 7)

fig.12 Les étapes du systéme immunitaire adaptatif CRISPR-Cas ¢
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15. Reconstitution de CRISPR-Cas9 dans un organisme étranger

L'une des interrogations sur CRISPR-Cas9 portait sur son autonomie, pour la
vérifier Rimantas Sapranauskas, Virginijus Siksnys et leurs collegues décidérent de
déterminer si le systeme CRISPR de Streptococcus thermophilus pouvait étre reconstitué
et fonctionner au sein d'une espéce microbienne distante : Escherichia coli. Leur
intuition fut la bonne, transférer un locus CRISPR-Cas entier s’avéra suffisant pour
provoquer une interférence au niveau des éléments génétiques envahisseurs ® En
utilisant ce systeme hétérologue, ils confirmérent en 2011 que pour ce type de CRISPR
tous les éléments requis pour assurer la découpe d'une séquence cible étaient déja
connus. A partir de cette constatation, les travaux portant sur le détournement de ce
systéeme naturel dans un but de modification génétique pouvaient débuter.

16. Etude de la Cas9 in vitro

Virginijus Siksnys est un biologiste moléculaire de l'université de Vilnius, en
Lituanie. Ses collegues et lui bénéficiaient d'une expertise conséquente dans le domaine
des enzymes de restrictions, c’est donc naturellement qu'ils débuterent des travaux sur
CRISPR-Cas. Cet intérét les emmena a collaborer avec I'équipe du groupe DuPont
Agroalimentaire ou on retrouvait Rodolphe Barrangou et Philippe Horvath. En 2012 ils
purifierent le complexe Cas9-crARN de Streptococcus thermophilus en utilisant un tag
streptavidin sur Cas9. Ils étudiérent ainsi son activité dans des tubes a essai *>. Ils
montrérent que ce complexe pouvait cliver un ADN cible in vitro, créant ainsi une
cassure double brin, a 3 nucléotides de la séquence PAM. Cela confirmait les
observations in vivo réalisées jusqu’a présent. Ils allerent plus loin et montrérent qu'ils
pouvaient reprogrammer Cas9 en ajoutant des spacers artificiels au sein de I'ensemble
CRISPR pour cibler in vitro les séquences qu'ils souhaitaient. En mutant les domaines
nucléases HNH et RuVC, ils montrerent que le premier est impliqué dans le clivage du
brin complémentaire au crARN tandis que le second clive le brin opposé. Ils
découvrirent également que le crARN pouvait étre réduit 4 une 20*™ de nucléotides en
permettant encore un clivage efficace. Conscient du caractére innovant de leur travaux
ils mentionnerent que :

« ces découvertes tracent la voie vers la conception d’endonucléases universelles guidées
par ARN ».%

L’outil révé d’édition génomique apparaissait a portée de main.
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fig.13 L'équipe de Virginijus Siksnys (a gauche) : Giedrius Gasiunas, Tomas Sinkunas et
Tautvydas Karvelis a l'institute of biotechnology de 'Université de Vilnius

Virginijus Siksnys et son équipe soumirent leur publication a la revue Cell en Avril 2012.
Elle fut rejetée sans revue par les éditeurs de Cell, qui reconnaitraient a posteriori
I'importance de leur publication. Ils se contentérent donc d’envoyer leur manuscrit a la
National Academy of Sciences qui apres de nombreux aller-retours de questions publia
leur résultat en Septembre®. Entre le dépot et la publication une autre étude était parue,
cette derniére parvenait a des conclusions similaires mais avait un avantage notable :
elle décrivait l'invention d'une technique qui ne nécessite que deux éléments pour
fonctionner : un seul guide ARN et la Cas9.

17. Création du SgRNA

A la méme période Emmanuelle Charpentier commenca a travailler avec ses
collegues sur la caractérisation biochimique du systemes CRISPR-Cas9. Lors d'une
conférence sur les tracrARN a ’American society for Microbiology a Puerto Rico en mars
2011, elle rencontra Jennifer Doudna. Celle-ci était une biologiste structurelle réputée et
experte en ARN & 'University California Berkeley. A ce moment 1 de l'histoire des
CRISPR, Doudna et son équipe tentaient de percer les mysteres de la structure des
complexes Cascade des systemes CRISPR de type I.

Les deux équipes scientifiques débutérent une collaboration transatlantique pour
percer les mystéres du fonctionnement des CRISPR-Cas9. Elles utiliserent la Cas9
recombinante (Provenant de Streptococcus pyogenes et exprimée chez Escherichia coli),
un crARN et un tracARN transcrits in vitro. Comme Siksnys, ils dévoilerent que la Cas9
pouvait couper de 'ADN purifié in vitro, qu’elle pouvait étre reprogrammeée en utilisant
des crARNs sur-mesures et que les deux domaines nucléases coupaient chacun un
fragment opposé. Mais l'originalité de leur étude résidait dans la démonstration que, in
vitro, ces deux ARNs pouvaient fonctionner sous forme fusionnée. Cet unique ARN
guide serait appelé sgARN pour single-guide ARN. Ce concept de sgARN se révélera
largement utilisé en laboratoire de par sa praticité par rapport a I'instable association
tracrARN:crARN.
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fig.14 De gauche a droite : Emmanuelle Charpentier, Jennifer Doudna, Martin Jinek, Krzysztof Chylinski,
Ines Fonfara et Michael Hauler (absent de la photographie) : I'équipe a I'origine de la création du sgARN.

Leur publication contenant le nouveau sgARN fut soumise a la revue Science et publiée
en ligne en Juin, depuis elle connut une popularité croissante. Elle proposait une :

« methodologie alternative (aux ZFN et Talens) basée sur la Cas9 programmée par un
guide ARN qui pourrait avoir un potentiel considérable pour le ciblage et [l'édition
génomique»

Jennifer Doudna qualifierait plus tard la technologie de démocratique :

« Elle ouvre les portes du génie génétique a n'importe quelle personne qui posséde des
compétences de base en biologie moléculaire et qui souhaite éditer le génome ».

fig .15 Illustration du détournement du systéme immunitaire bactérien au profit de 1’édition génomique.
Chez la bactérie le duo crARN:TracrARN de I'héte va guider la cas9 grice a la complémentarité entre
séquence envahisseur et la séquence complémentaire du crARN issue d'une attaque virale antérieure
entrainant la coupure site spécifique et donc la perte du maintien de '’ADN viral. Cette propriété peut étre
détournée pour réaliser une coupure précise qui permettra de modifier le génome cible. 7

Apres le succes de leur publication, Emmanuelle Charpentier pris ensuite deux
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décisions. La premiére fut en accord avec son ambition originale d’appliquer son travail
a des fins médicales, elle cofonda une entreprise afin d’exploiter leur méthodologie dans
le domaine de la thérapie génique. CRISPR Therapeutics, basée a Cambridge aux Etats-
Unis et Béle en Suisse naquit donc en novembre 2013. Sa seconde décision fut d’obtenir
un poste permanent doté d'un important support institutionnel ; elle s'installa alors au
Helmholtz Centre for Infection Research a Hannovre ou elle occupa un poste de
directrice d'un département et d’ enseignante a la faculté de médecine.*

Jennifer Doudna déposa via UC Berkeley une demande de brevet le 25 Mai 2012
encadrant l'utilisation du duo Cas9-sgARN a des fins de modification génétique”. Cette
demande créditait Emmanuelle Charpentier, Martin Jinek, Krzysztof Chylinski et elle-
méme comme inventeurs. Cela peut souvent prendre des années pour qu'un nouvel outil
ne soit adopté en biotechnologie. Mais avant méme la fin de 'année 2012, au moins six
travaux portant sur différents usages de la technique CRISPR Cas9 furent soumis pour
publication. L'un d’eux allait déclencher l'une des plus grandes bataille entre
scientifiques de notre siecle.

18. Du procaryote a l'eucaryote

Depuis la publication de l’étude de L.Marraffini et
E.Sontheimer en 2009, décrivant CRISPR-Cas9 comme étant
une enzyme de restriction programmable, nombreux sont les
chercheurs qui envisagérent son utilisation en tant qu’outil
d’édition génomique. L'un des facteurs limitant l'utilisation de
cet outil pouvait étre sa capacité a agir dans les cellules de
mammiferes. Celles-ci ont une organisation interne bien plus
complexe, leur génome est 1000 fois plus grand, empaqueté dans
le noyau et enroulé dans une structure élaborée qu’est la
chromatine. Des tentatives précédentes de «transfert de
compétences » entre bactéries et eucaryotes avaient échouées,
par exemple celle des introns auto épisseurs (self splicing  fig.16 Feng Zhang 35
introns). Fin 2012, la plupart des experts restaient prudents au
sujet de I'application de CRISPR aux cellules eucaryotes. 3

Feng Zhang du Massachusetts Institute of Technology était déja célebre pour ses travaux
sur le développement de l'optogénétique, un récent et excitant domaine des
neuroscience qui consiste a insérer dans des neurones des genes codant des protéines
opsine. Ces protéines sont sensibles a certaines longueurs d’ondes. En éclairant ces
neurones a une certaine fréquence il est alors possible de les activer ou de les inhiber et
ainsi de cartographier les réseaux neuronaux. Mais l'un des principaux défis de
I'optogénétique est d'obtenir des neurones contenant le gene opsine. Lorsque le
fonctionnement des TALENs fut connu, F.Zhang intégra pendant son postdoc le
laboratoire de George Church pour réaliser des travaux explorant l'utilisation de la
technique aux cellules neuronales. G.Church est un influant et médiatique professeur
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sénior a Harvard, spécialisé dans la génétique et la biologie synthétique et appartient
comme F.Zhang au Broad Institute, initiative commune du MIT et Harvard.

Deux groupes feraient parti des pionniers de la transposition des TALENSs aux celllules
de mammiferes. Le premier groupe travaillait pour Sangamo Bioscience, l'autre était
celui composéde Feng Zhang, Paola Arlotta et Georges Church. Leurs publications
parurent en ligne sur Nature Biotechnology a presque un mois d'intervalle, c’est celle de
Miller et ses collegues de Sangamo Biosciences qui aurait la primeur.?

Avec I'émulation scientifique autour de CRISPR ils se lancérent donc logiquement dans
la transposition de la technologie aux cellules humaines, avec pour objectif cette fois
d’étre les premier a y parvenir. Cependant en Janvier 2013 ce sont 4 publications qui
montrerent la réussite d'une transposition de la technique CRISPR-Cas9 aux cellules
murines et humaines :

- Cong et Zhang parue le 3 Janvier : Multiplex Genome Engineering Using CRISPR/Cas Systems’>
- Mali et Church le 3 Janvier : RNA Guided Human Genome Engineering via Cas9”>
- Jinek et Doudna le 29 Janvier : RNA programmed genome editing in human cells’™

- Cho et Kim le 29 janvier : Targeted genome engineering in human cells with the Cas9 RNA guided

endonuclease”®

Les mémes groupes de recherche éluciderent la structure cristalline des complexes
protéines-ARN l'année suivante.

- Jinek et Doudna le 6 Février 2014 76
- Nureki et Zhang le 13Février 2014 77
- Anders et Jinek le 27 Juillet 2014 78

L’apparition de découvertes simultanées dans I'histoire scientifique n’est pas aussi rare
qu'on pourrait le penser, elle correspond souvent a un moment ou l'ensemble des
connaissances nécessaires a la réalisation d'une nouvelle observation sont réunies. Mais
dans le cadre de demande de brevets c’est 4 ce moment précis que tout se complique.

19. Vers une commercialisation

Nombreuses sont les équipes qui avaient soumis des brevets concernant la
technique d’édition génomique qui dérivait des CRISPR. Au fur et a mesure des
publications, les applications qui pouvaient en découler apparaissaient de plus en plus
extraordinaires. L'intérét commercial et lucratif allait de pair. Les demandes de brevet
déposées par Siksnys”, Sontheimer & Marrafini® et Kim® avaient été refusées par
I'USPTO (United States Patent and Trademarks Office) car elles ne parvenaient pas a
« décrire le caractére inventif ».

Deux demandes de brevets pouvaient se voir attribuer l'invention de techniques
d’édition génomique basée sur l'utilisation de la Cas9 et son guide ARN. La premiere
avait été déposée en Mai 2012 par Jennifer Doudna, UC Berkeley et I'Université de
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Vienne”,, la seconde en Décembre 2013 par Feng Zhang et le Broad Institute®. A la
surprise générale c’est celle déposée par Feng Zhang a qui un brevet fut attribué en Avril
2014, déclenchant une agressive bataille entre équipes juridiques qui continue encore
plus de 2 ans apres l'attribution®. Le chapitre 8 de cette these y est en partie consacré.

Les disputes entre institutions académiques au sujet de brevet ne sont pas rares, mais un
tel niveau de rancceur et de médiatisation est inédit. Souvent ces institutions
parviennent a une entente, mais dans ce cas les intéréts commerciaux et la liste des
industriels licenciés derriere chacune des compagnies, cotées en bourse, dont les
équipes rivales font parties des comités scientifiques* laisse peu d’espoir au compromis.

*Les scientific advisory board en 2016 comprennent: pour Intellia, Jennifer Doudna, pour Crispr Therapeutics, Emmanuelle
Charpentier et pour Editas, George Church et Feng Zhang. Jennifer Doudna faisait & 'origine partie du comité scientifique et des
membres fondateurs d’'Editas %, qu'elle quitta pour fonder Caribou/Intellia en Novembre 2014, quelque mois aprés l'attribution du
premier brevet CRISPR a Feng Zhang .

20. CRISPR : popularité explosive

Au début de l'année 2013 plusieurs écrits annoncaient la déferlante de
publications a venir. Les applications : l'utilisation de la technique pour éditer des
cellules souches humaines ou encore la modification d'un organisme entier (le poisson
tigre ou zebrafish) %. Cette méme année le nombre de recherches Google pour le terme
CRISPR décolla, et encore aujourd’hui I'intérét médiatique ne cesse de croitre. L'intérét
scientifique et commercial alla de pair, avec en téte de file les potentielles applications
thérapeutiques chez 1'homme et l'utilisation dans le domaine de I'agriculture
commerciale. Dans ces deux cas cela souléevera de nombreuses préoccupations et
réflexions éthiques.

fig.17 Evolution des recherches sur le moteur de recherche google pour les acronymes des techniques
d’édition génomique : ZFN en jaune, TALENSs en rouge et CRISPR en bleu. Source Google Trends #.
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fig.18 Nombre de manuscrits par an déposés depuis 2002 contenant les mots clefs CRISPR ou TALENS ou
ZFN d’apreés Thomson Reuters Web of Science.

Fin 2014, des équipes scientifiques avaient, entre autre, utilisé la technique CRISPR-
Cas9 pour augmenter la résistance du blé aux insectes ou encore reproduire des effets
carcinogenes ou corriger des mutations chez la souris adulte®°Les pionniers des
CRISPRs continuerent d’explorer le potentiel de la technique, mais ils n’étaient plus
seul, de nombreux scientifiques a travers le monde les avaient rejoints. Ce systéme
immunitaire microbien dont 'homme ne soupc¢onnait pas l'existence s'était révélé en
quelques années un outil exceptionnel pour les scientifiques.

Il MECANISME DETAILLE

1. Introduction

En microbiologie CRISPR-Cas désigne la structure du génome qui supporte
I'immunité adaptative de la bactérie ou de lI'archée. En biotechnologie c’est donc le
méme mot qui a été utilisé pour décrire la technique d’édition génomique par le duo
composé de I'enzyme Cas9 et son guide d’ARN artificiel ( soit le sgARN unique, soit le
doublet tarcrARN : crARN). La technologie CRISPR-Cas9 désigne donc la méthode qui
permet d’éditer cellules, tissus et organismes entier de maniere universelle : chez les
plantes, animaux ou bactéries.

Les bactéries ont acquis les Cas9 pendant leur évolution. L’hypotheése majeure relative a
leur origine est l'intégration d'un élément génétique parasite dans leur génomes, il
provenait de casposons. Les casposons (transposons) sont des MGE, ou Mobile Genetic
Elements. Tous les organismes vivants évoluent et persistent tout en étant soumis aux
perpétuelles attaques d’éléments génétiques mobiles. C'est la « domestication » par une
bactérie des casposons qui aurait permis l'apparition de la Casl. Cette Casl serait
l'ancétre commun des autres especes de protéines Cas apparues au cours de
I’évolution.”

La Cas9 est 'endonucléase guidée par I'ARN des systemes CRISPR de Type II. Cas9
peut aussi désigner les genes Cas9 qui codent pour cette protéine. Bien que des
protéines homologues existent, c’est aujourd’hui celle-ci qui apparait la plus pratique
car elle est capable d’agir seule par rapport a certains complexes protéiques qui
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remplissent le méme role chez la bactérie. Elle est aussi de petite taille. La saCas9 de
Staphylococcus aureus étant celle dont le rapport taille/spécificité semble le plus
optimal®. Bien que de taille supérieure, la spCas9 de Streptococcus pyogenes est
également largement répandue en laboratoire car elle fut adoptée la premiére.

2. Les acteurs

fig.19 Schéma du complexe Cas9 : sgARN : ADN cible
La protéine Cas9 est représentée en vert, le guide ARN, ici le sgRNA monobrin, est concu pour contenir
une séquence de 20 nucléotides complémentaires de la séquence ADN cible. L’ADN cible sera scindé par
la Cas9 au niveau du brin complémentaire au sgARN (en orange), et du brin opposé en bleu. Cette
coupure parallele générera des bouts francs. La présence du motif PAM présent sur le brin d’ADN opposé
est indispensable a 'activité enzymatique. Au niveau moléculaire c’est toute une machinerie qui permet la

réalisation de ces coupures.”®

3. Déroulement de l'action au niveau macromoléculaire

Au contact de I'’ADN double brin qu’elle va ensuite découper, la Cas9 reconnait
d’abord une séquence conservée de 2 a 4 paire de bases : le PAM. Pour Proto Adjacent
motif #7894, Apres fixation au PAM, la Cas9 interroge la séquence ADN opposée a celui-
ci a la recherche d'une complémentarité avec 'ARN guide®. Si il y a complémentarité,
avec les 12 premiéres bases (la séquence appelée seed), I'invasion de '’ARN peut avoir
lieu en méme temps que I’ADN se déroule pour former une boucle R ( c’est a dire une
boucle composé d’ADN simple brin formé par hybridation avec un ARN).

S’ensuit un clivage précis de chaque brin par les domaines HNH et RuvC de la Cas9 qui
génerent une cassure double brin a bout franc. La cassure a lieu 3 nucléotides en amont
de I'extrémité 3’ de la séquence protospacer, en mesurant a partir du PAM .

Au dela des mécanismes précédents (la complémentarité avec 'ARN guide et la
reconnaissance par le PAM), un troisieme mécanismes plus complexe affecte la
spécificité de la Cas9. Il s’agit du controle conformationnel du clivage de 'ADN. L’ADN
nucléaire est balayé sous toutes les dimensions par le passage de la Cas9, ce qui entraine
un temps de passage différent en fonction des zones cibles et hors cible. Ce temps
appelé le differential binding residence time, qu’on peut traduire par « durée du séjour au
niveau des zones de liaison » est court pour les séquences hors-cible, et prolongé pour les
séquences cibles. Ces trois mécanismes contribuent a la spécificité du ciblage des sites
de clivage 7’.
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4. Relation Structure-Activité

4.1: Le gene Cas9

Voici le géne qui code la protéine Cas9 de Streptococcus pyogenes :

fig.20 Géne codant spCas9

Les deux domaines nucléases sont RuvC et HNH, le domaine RuvC en bleu est
discontinu il est constitué de trois segments,une hélice x(en gris) relie le premier et le
second segment. La zone Arg en violet représente une région riche en arginine chargée
positivement. En jaune, le domaine HNH dont la séquence est située entre deux
domaines RuvC. La séquence Topo en rose est un domaine présentant des homologies
avec les topo-isomérases. Le CTD, C Terminal Domain représenté en rouge est impliqué
dans la liaison du motif PAM.

Apres transcription et traduction les propriétés physico-chimiques des acides aminés
codés vont conditionner le repliement et la fonction de cette protéine.

4.2 : La protéine Cas9

Voici la représentation en trois dimensions de la protéine Cas9. C’est grace a sa
structure unique qu’elle va se lier a 'ARN guide (tracrARN:crARN ou sa forme
fusionnée le sgARN). Ce duo protéine:ARN se liera ensuite a ’ADN.

fig .21 Structure tertiaire représentée en ruban de la spCas9

Le domaine HNH est en jaune, le RuvC en bleu, la zone Topo en rose et le CTD capable de sécuriser la
liaison au PAM en rouge, a noter la séparation spatiale entre le lobe dit nucléase (a gauche) et le lobe en
hélice o 'a droite en gris.”s
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fig.22 Représentation de la surface de SpCas97

I Représentation illustrant la présence de deux sillons sur la surface moléculaire, ils
délimiteront le canal qui renfermera le complexe sgARN:ADN cible

II Représentation des potentiels électrostatiques de surface allant de =10 kT/e (rouge) a
+10 kT/e (bleu), les zones bleues chargées positivement se lieront préférentiellement a
des éléments chargées négativement (telles que 'ADN)

III Représentation de la spCas9 en fonction de la conservation de ces zones au cours de
I'évolution. En vert les zones variables entre espéces, en violet celles conservées. Cette
représentation peut étre générée a partir de l'outil ConSurf®® qui se base sur de
multiples alignements de séquences de Cas9 7

4.3 : Liaison de la protéine a I'ARN guide puis a I'ADN

L’analyse structurelle de la Cas9 de Staphylococcus pyogenes a permis de mieux
comprendre la complexité de son mécanisme d’action. La cristallographie par rayon X
et la microscopie électronique ont révélé I'architecture moléculaire de la Cas9 pendant
son activité. La protéine subit d'intenses réarrangements conformationnels durant sa
liaison a I’ARN guide. 64769

fig.23 Illustration des réarrangements de la Cas9 apres contact avec le guide ARN
En rouge : séquence ARN complémentaire a ’ADN cible et portion du double brin d’ADN contenant cette
séquence complémentaire . En jaune : séquence PAM, en Noir double brin d’ADN non ciblé.

Comme nous l'avons vu une hélice riche en arginine unit les deux lobes de la cas9. Elle
semble agir comme une charniere et joue un role clef dans l'association au guide ARN.
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Lorsqu'ils se lient au guide crARN : tracARN, les deux lobes structurels de la Cas9 se
réorientent et les deux fentes contenant des zones de liaison a ’ADN (riches en acides
aminés chargés positivement) se retrouvent face a face. Un canal central est ainsi formé.
C’est cette structure contenant la séquence ARN complémentaire qui permettra la
liaison a 'ADN cible avec une grande spécificité.

L’ADN cible se dénature au niveau de la zone ou est reconnu le motif PAM. Les motifs
Arginines de l'extrémité C terminale de la Cas9 vont interagir avec le PAM situé au
niveau du sillon majeur du brin non complémentaire. Le groupe phosphodiester situé
en position +1 sur le brin d’ADN cible interagit avec le sillon mineur au niveau du PAM.
C’est cette interaction qui déclenche probablement la séparation locale des brins. Le
brin d’ARN guide va s'intercaler en aval immédiat du PAM et 'hybride ARN-ADN (ou
boucle R) va se former. 718

La création de cette structure permet la poursuite du réarrangement. Une rotation
supplémentaire par rapport au lobe en hélice & a lieu, elle permet I'englobement
complet de I'’ADN cible, les deux domaines nucléase sont alors au niveau de chacun des
deux brins d’ADN, en face de la séquence cible, le clivage peut avoir lieu. La découpe se
fait 3 a4 4 nucléotides en amont de la séquence PAM?”. Le domaine HNH de la Cas9 va
permettre de cliver le brin complémentaire. Le domaine RuvC de la Cas 9 lui va cliver le
brin opposé au brin complémentaire.

fig.24 : a. Structure du complexe formé par la protéine Cas9, 'ARN guide (en orange) et '’ADN cible (en
bleu pour la séquence complémentaire, en noir pour '’ADN non ciblé) b. modéle 3D en nylon de la Cas9'°.

4.4 : Structure du complexe ARN guide : ADN cible

Si on pouvait observer ce qui se passe a l'intérieur de la protéine quand le
complexe Cas9:ARN:ADN est formé, voici un exemple des acides nucléiques que nous
pourrions apercevoir :
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fig.25 Structure cristalline du complexe formé par sgARN et '’ADN cible contenant le motif PAM

a. exemple de séquence d’ARN guide (ici sa forme fusionnée : sgARN) et d’acide
nucléique cible. L’ARN guide est coloré en orange. Celui-ci est complémentaire de
I’ADN cible sur une longueur de 20 nucléotides, c’est cette séquence qui sera
artificiellement modifiée pour permettre de désigner la cible choisie. L’ADN cible est
représenté en bleu ciel, TADN non cible en noir. Le trinucléotide 5-NGG-3’ constituant
le Protospacer Adjacent Motif (PAM), il est surligné en jaune au sein de la séquence non
cible (en noir).

b. vues sous plusieurs angles de la boucle R : la jonction 4 voies formée par le sgRNA et
I'acide nucléique cible.’

Des études mécanistiques montrent le role clef de la séquence PAM dans l'initiation de
la liaison avec les brins d’ADN. Sans ce motif méme les séquences cibles parfaitement

complémentaires avec I'’ARN guide ne peuvent étre reconnues par la Cas9 '°. (La structure
cristalline du site de liaison au PAM de spCas9 est présentée en Annexe 8)

4.5 : Techniques d'observations

En observant ce qu'il se passait au niveau moléculaire la maniére dont les acteurs
interagissent entre eux a été décrite. C’est par des expériences appelées single-
molecules ou de biochimie de masse (bulk biochemical) que furent réalisées ces
observations. En faisant varier indépendamment chacun des parametres au niveau
moléculaire ou macromoléculaire le role de chacun des composants se révélait.

5. Liaison Hors-Cible et spécificité

Pour évaluer le comportement de la cas9 dans les cellules, les chercheurs
utiliserent des expériences d'immunoprécipitation et de séquencage a haut débit (ChIP-
seq) pour déterminer le nombre et le type de sites de liaison de la Cas9 aux
chromosomes. Leurs conclusions furent identiques quelque soient les cellules qu'ils
observaient (cellules embryonnaires de rein humain (HEK293) ou de souris (mESCs).
La Cas9 dont l'activité catalytique avait été inactivée pouvait se lier a plus de sites que
ceux complémentaires au guide sgARN utilisé. Ces interactions hors-cible avec 'ADN
ont lieu typiquement au niveau de sites dotés d'un motif PAM et des séquences
partiellement complémentaires a I'’ARN guide. Ces résultats sont cohérents avec le
mode d’interrogation de '’ADN qui avais été décrit pour la Cas995101.102

La Cas9 active découpe rarement ’ADN hors de sa cible, ce qui implique que pour un
clivage efficace, une complémentarité proche de la perfection entre 'ARN guide et la
zone cible est nécessaire. Ces observations sont conformes avec I'observation in vitro de
la formation des complexes d’ARN %
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Il OPTIMISATION, VARIANTES et ASTUCES

1. Introduction

1.1 Utilisation simple en édition génomique

La plus simple utilisation du duo Cas9:ARNguide consiste a générer une coupure
double brin au niveau d'un site spécifique. De cette découpe peuvent découler plusieurs
applications en fonction du mécanisme de réparation endogene impliqué.

La cellule hote dispose de deux mécanismes majeurs pour réparer le génome au niveau
du site de coupure double brin. Soit le NHEJ (pour Non Homologous End Joining) soit le
HDR (pour Homology Direct Repair), chacun a des propriétés différentes et donc des
applications bien particulieres.
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fig.26 Mécanismes impliqués dans la réparation d'une coupure double brin de 'ADN?#¢

-NHEJ : Apres coupure les hétérodimeres de protéine Ku se lient a chaque extrémité du
fragment coupé et serviront de support aux protéines de réparations qui leur sont
associées, elles combleront I'espace entre les deux bouts de la coupure. La réparation
par NHEJ est une voie qui commet fréquemment (5%) des erreurs, ces erreurs sont
appelées indels pour insertion /deletion et sont susceptibles de décaler le cadre de
lecture. Cette voie est donc la voie de choix pour générer des knockout mais son
caractere aléatoire entrainera une population cellulaire expérimentale ou les mutations
apparues sont hétérogenes.'%

-HDR: Contrairement au NHEJ cette voie utilise un brin donneur/modele pour
combler la coupure. Lorsque le modele est présent, c’est cette voie qui sera
prépondérante, elle repose sur les protéines Rad51 qui se lient aux extrémités de la
coupure durant l'initiation de la réparation. Elles recrutent des facteurs accessoires qui
dirigeront la recombinaison homologue avec les portions du fragment donneur. Ce
fragment peut étre apporté artificiellement sous forme de ssODN ( pour single stranded
DNA oligonucléotide), d'oligonucléotide double brin ou d'un plasmide donneur.' C’est
cette voie qui sera préférée pour réaliser avec précision des mutations, insertions et
délétions par le biais d'une séquence donneur: c’est le knock in. En prenant pour
précaution de s'assurer de 1'absence de PAM dans la séquence donneur, afin qu’elle ne
soit pas a son tour découpée.

1.2 Réle du cycle cellulaire

Bien que les cellules possedent différents mécanismes de réparations (le NHEJ
et 'HDR) c’est la phase du cycle cellulaire qui gouverne principalement le choix entre
ces deux voies. Le NHEJ est dominant pendant les phases G1, S et G2 tandis que 'HDR
est limité a la fin des phases S et G2, lorsque la réplication de 'ADN est complete et les
chromatides sceurs sont disponibles pour servir de matrice de réparation. En pratique,
cela limite la réalisation de knock in par la Cas9 et ses guides ARNs aux cellules en
division et restreint donc cette approche, surtout in vivo. Plusieurs artifices peuvent étre
déployés pour contourner cette limitation'*41°*, D'autre voies mineures de réparation de
I'ADN tels que le single strand annealing, alternative end joining, microhomology-
mediated joining, mismatch base nucleotide ou excision repair peuvent aussi étre
utilisées pour éditer le génome!03108-111,
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1.3 Utilisations « sophistiquées »

En jouant sur la fonctionnalité des trois éléments de base de l'outil, il peut étre
modifié pour ne pas étre un simple « ciseau génétique ». Ces modifications ont pour but
d’obtenir un outil plus sophistiqué et plus précis, elles permettent également d’ouvrir la
porte a de nouvelles fonctions. On peut par exemple citer l'inactivation de la cas9 suivi
de sa fusion a une protéine fluorescente. Le but : 'obtention d'un duo protéine:ARN qui
va étre capable de traquer spécifiquement une séquence d'intérét, de s’y fixer et
d’éclairer son parcours dans une cellule vivante. On peut aussi étre capable de couper
I'ARN par une astuce consistant a leurrer la Cas9 avec un motif PAM fourni
artificiellement. Enfin par un astucieux cocktail nucléotidique, il est possible de
s'affranchir de 'HDR pour réaliser un knock in, permettant ainsi réaliser cette approche
sur des cellules hors division, facilitant ainsi sa mise en place in vivo. Voici une liste non
exhaustive rassemblant en catégories ces modifications. Elles trouvent des applications
tant en recherche fondamentale qu’appliquée.

2. modification de I'ARN guide.

2.1 le sgARN

La plus ancienne modification est celle réalisée par 1'équipe de Jennifer Doudna
et Emmanuelle Charpentier : la création d’'un seul ARN guide le sgARN (pour single
guide ARN) a partir de la fusion du tracrARN et du crARN.

fig 27 Représentation des différents guide ARN : le duplex tracrARN:crARN a gauche et le sgARN au sein
du complexe Cas9, ARN guide, ADN cible!'

Le sgARN conserve les éléments critiques au fonctionnement de la forme originale mais
ses deux fragments sont liés par une boucle pour n’en former qu'un seul. Il comporte :

- une séquence 5’ de 20 nucléotides qui va pouvoir s’apparier a la séquence cible et
permettre de programmer le systeme pour cibler n‘importe quelle séquence d'intérét,
tant qu’elle est a proximité d'un PAM”

- une structure tertiaire en double brin a I'extrémité 3’ qui permettra de se lier a la Cas9

L’avantage majeur du sgARN est sa synthese : une seule séquence est plus simple a
produire et a utiliser en laboratoire. Cela évite par exemple de devoir procéder au
retempérage (ou annealing en anglais) permettant la liaison tracARN : crARN. Ce
processus est chronophage, il utilise des tampons cytotoxiques et son rendement est
inférieur a 100%. Un autre avantage est le fait que cette structure fusionnée est plus
stable in vivo, et plus facile a cloner en grande quantité lorsque les laboratoires
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souhaitent en commander pour réaliser un grand nombre d’expérimentations.®

2.2 CRISPR Multiplex

Une autre des modifications initiales est le multiplex. Cette technique décrite
pour la premiere fois par Feng Zhang et son équipe dans leur publication regroupant
leurs travaux sur la cellule humaine consiste a cibler non pas un, mais plusieurs sites
distincts. Pour y parvenir il suffit de fournir a la Cas9 plusieurs sgARNs. En pratique
cela se traduit par la transformation de bactéries a I'aide d’'un plasmide contenant les
séquences codant les multiples sgARNs?. Cette technique peut alors permettre de
réaliser des délétions d'une large portion du génomes ou encore de cibler plusieurs sites
distincts. Elle pourra étre utilisée en synergie avec les modifications suivantes.

3. Modifications de la Cas9

3.1 Introduction

Il est possible de muter les régions nucléases HNH ou RUVc. Cela aboutira a un
variant de la Cas9 qui ne pourra cliver qu'un seul des deux fragments. Cette activité de
clivage monobrin est appelée une activité nickase. Si par contre on mute les deux
domaines on obtient une protéine incapable de tout clivage, on la nomme la dCas9 ou
deadCas9 (mutation Aspl0 — Ala, His840 — Ala). Cette dCas9 est donc une protéine
guidée par ARN et dotée d'une activité de liaison. 57

3.2 nCas9 ou Cas9 nickase

Mis a part 'optimisation des gARNs durant leur conception, la spécificité du
systeme CRISPR peut étre augmentée par des modifications de la Cas9 elle-méme. Les
Cas9 nickases se lient a 'ADN basées sur la spécificité de la séquence gARN, mais elles
ne génerent qu'une entaille (nick en anglais) en ne coupant qu'un seul brin au lieu d’'une
coupure double brin. Ces coupures monobrin sont rapidement réparées par HDR en
utilisant le brin complémentaires. Pour générer une coupure double brin, c’est
l'utilisation de deux nickases qui sera nécessaire, chacune coupant un brin opposé et
créant un brin découpé en quinconce.

Cette technique surnommée double-nick CRISPR permet d’améliorer la spécificité du
ciblage.En effet ils est tres peu probable que deux coupures monobrins soient a la fois
hors-cible et assez proche pour générer une coupure double brin (un peu comme la
croyance populaire d'un éclair qui ne peut frapper deux fois au méme endroit). Cette
technique peut étre combinée avec 'HDR pour réaliser des éditions génomiques de
maniére tres spécifique!s-11s
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fig.28 Représentation schématique du fonctionnement de la Cas9, de Cas9 nickases et du systéme double
nickase®

3.3 dCas9 ou dead Cas9 : Crispr Interference

L'une des faculté clef de las Cas9 est sa capacité a se lier spécifiquement aux
acides nucléiques lorsqu’elle est guidée par son ARN. Dépourvue d’activité nucléase la
dCas9 peut étre utilisée pour des expériences de régulation génique par interférence a
I'échelle du génome entier. Ce processus est nommé CRISPRI pour Crispr Interference.
En fonction du site reconnu par le complexe dCas9-ARN guide cette stratégie permettra
par exemple de bloquer la phase d’élongation pendant la transcription ou encore de
bloquer la liaison de facteurs de transcription. Un des intéréts majeurs de CRISPRi est
son utilisation pour réprimer plusieurs genes simultanément et le fait que la technique
soit réversible. Cette technique offre une alternative intéressante a ’ARNi, notamment
grace a l'absence de systeme CRISPR chez les eucaryotes, évitant toute compétition
avec des processus endogenes.

3.4 dCas9 Fusion

La possibilité de cibler une séquence via la dCas9 et de s’en servir comme
plateforme pour emmener une protéine au contact de I'ADN cible permet de
nombreuses possibilités voici quelques exemples qui seront détaillés par la suite :

fig.29 Illustration des construction basée sur la création de dCas9 chimériques

A gauche la fusion avec des effecteurs permet la régulation génétique et épigénétique.
Au centre la fusion avec la GFP permet le marquage dynamique et in vivo de 'ADN. A
droite une construction permettant le controle de son activité. Ce controle se fait via la
reconstitution d'une cas9 préalablement scindée dont chaque lobe porte une protéine
qui, une fois induite, forme un hétérodimere(ici les protéines cibl/cry2 ).
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3.4.1 dCas9 Fusion régulatrice

En générant des versions chimériques de la dCas9 qui sont fusionnées a
des domaines de régulation, il est possible d'utiliser la technique CRISPRi pour réaliser
de la régulation d’expression génique au sein de cellules de mammiferes. Par exemple la
fusion dCas9 aux domaines VP64 ou KRAB transforme cette protéine en régulateur
transcriptionnel et permet respectivement de déclencher (on parle alors de CRISPRa ou
CRISPR activation) ou de réprimer la transcription dans des cellules humaines.La
fusion avec des acyltransferases et des déméthylases permettrait de générer des
modifications épigenetiques’s'.

3.4.2 dCas9 Fusion en imagerie

Lorsqu’elle est fusionnée a un fluorophore, la dcas9 devient un outil de
visualisation spécifique des séquences d’ADN et permet une visualisation dynamique de
la chromatine 8. C’est le travail qu’a réalisé une équipe de 'Université de Californie 8.

Pour savoir si les techniques CRISPR et PNA FISH ( Peptide nucleic acid Fluorescent in
situ hybridization, une variante du Quantitative FISH ou Q FISH) sont aussi efficaces
l'une que l'autre ils les ont utilisées pour mesurer la longueur des télomeéres. En
analysant le median telomere puncta intensity, c’est a dire l'intensité lumineuse médiane
produite par chaque point (donc chaque télomere rendu fluorescents) ils ont été
capable d’apprécier leur longueur. En comparant la fluorescence de deux lignées
cellulaires, les cellules RPE (Retinal pigment epithelium) et les cellules UMUCS3, lignée
de cellules cancéreuses de vessie humaine, ils observent un taux médian d’intensité
lumineuse environ 3 fois supérieur pour les cellules RPE quelque soit la méthode de
marquage utilisée. De plus le nombre de télomeres calculés est retrouvé identique
qu'importe la méthode. La corrélation entre ces mesures suggere que l'imagerie par
CRISPR permet d’obtenir des résultats comparable a celle par PNA FISH. Par contre
elle possede un avantage immense : elle peut étre utilisée sur des cellules vivantes.

fig.30 L'imagerie par CRISPR permet de détecter la longueur des télomeéres : Comparaison de la longueur
des télomeres des cellules RPE et UMUCS3 en utilisant I'imagerie par CRISPR (en haut) ou PNA FISH (en
bas). Le diagramme a point montre l'intensité de chaque télomeéres identifiés sur une échelle
logarithmique. En bleu pour RPE et violet pour UMUC3.

Cet outil d'imagerie via CRISPR a le potentiel d’améliorer les techniques antérieures
pour étudier les réarrangements dynamiques des chromosomes dans leur état natif, au
coeur des cellules vivantes. Des applications d'imageries multicolores peuvent méme
étre créées en utilisant plusieurs dCAS9 distinctes. Par exemple il est désormais
possible de visualiser simultanément jusqu'a 6 loci en utilisant la technique appelée
CRISPR rainbow .
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3.5 dcas9 fusion et purification des acides nucléiques

Ense basant sur le concept de chIP (chromatin ImmunoPrecipitation), les
chercheurs ont développé le enChIP (pour engineered DNA binding molecule-mediated
chIP) qui permet de purifier une séquence génomique spécifique en la ciblant par
ARNg. Une dCas9 inactive fusionnée a une étiquette épitope (une courte séquence
peptidique pour laquelle on posséde un anticorps capable de sy lier avec une grande
affinité) peut étre utilisée pour purifier 'ADN lié au gARN "%,

3.6 Split Cas9

La Cas9 a une structure bilobée, cela peut s’avérer étre une propriété intéressante
pour contrdler son activité a l'intérieur méme des cellules. En la découpant, en deux
sous-unité, on sépare les deux lobes. On peut alors controler son ré-assemblage en
utilisant des domaines hétéro-dimeéres inductibles qui agirons alors comme des bandes
velcro inductibles. La dimérisation de ces hétéro-dimeres peut étre déclenchée
chimiquement par des petites molécules ( pour les domaines ABI/PYL) ou encore par
certaines longueur d’onde ( domaines CIB1/CRY2).12'*2[ls permettent une régulation
spatiale et temporelle de l'activité Cas9 qui peut se révéler utile en clinique pour
faciliter le controle de I'activité systémique de la Cas9.

4. Cibler I'ARN : la RCas9

La Cas9 a montré qu'elle pouvait étre un outil versatile dans un large panel de
cellules eucaryotes et procaryotes. Mais elle a longtemps été pensée incapable de cibler
I'ARN.* En 2014 une astuce a été découverte, il est possible « d'induire en erreur » la
Cas9 pour qu’elle soit capable de se lier a 'ARN simple brin complémentaire d'une
séquence ARN guide. Pour y parvenir il faut utiliser comme artifice de courts
oligonucléotides d’ADN contenant la séquence PAM nécessaire a l'activation de
I'enzyme. Ces oligonucléotides présentateurs de PAM seront surnommeés: les
PAMmers.

En utilisant ces PAMmers sur mesure, la Cas9 peut étre dirigée pour se lier ou découper
des ARN cibles tout en évitant 'ADN qui pourrait correspondre a la séquence guide.
Cette technique peut aussi servir a isoler un ARNm endogene spécifique. La connexion
fondamentale entre la liaison du PAM et la sélection du substrat fais de la Cas9 un outil
de choix pour réaliser des reconnaissances de transcrits de maniere programmable
(transcript recognition) sans avoir recours a des tags (étiquettes).
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fig.31 Potentielles applications de la Rcas9 : I'analyse de transcrits, leur détection et leur
manipulations

a. Clivage spécifique d’ARNsb par Rcas9

b. dRcas9 fusionnée au facteur d'initiation eucaryote eIF4G ciblant la région 5 non
traduite de ’ARNm pour activer la traduction.

c. la dRCas9 attachée a des billes (magnétiques ou de haute densité) peut étre utilisée
pour cibler puis isoler un ARN spécifique ou un complexe ARN:protéine d'intérét. Les
applications sont multiples : étudier la structure d'un ARN lorsqu'il est lié de maniere
native a une protéine, identifier des complexes ARN:Proteines, Analyses downstream,
enrichissement en transcrits en vue d'un séquencage.

d. la dRCas9 attachée a une ARN deaminase ou un domaine N6-mA methylase pourrait
permettre de réaliser respectivement une édition A vers I ( Adenosine vers Inosine) ou
une méthylation sur un site spécifique dans le but de générer des évenements
épitranscriptomiques.

e. dRCas9 fusionnée a un domaine de recrutement Ul (domaine riche en arginine et
sérine RS) pourrait étre programmeée pour reconnaitre un site splicing enhancer et ainsi
permettre de promouvoir I'inclusion d'un exon d’intérét.

f. dRCas9 attachée a une protéine fluorescente, comme la GFP, peut étre utilisée pour
observer la localisation d'un ARN et son transport dans une cellule vivante.

5. Plusieurs Cas9 pour plusieurs actions

L'utilisation de systemes sgARN :Cas9 orthogonaux 232¢ permet aux chercheurs
d’exploiter différents outils CRISPR pour des applications distinctes dans une méme
cellules, autorisant la manipulation de plusieurs voies de signalisation a la fois.

Bien qu'une Cas9, par exemple celle issue de Streptococcus pyogenes (la spCas9), puisse
étre utilisée pour réaliser une unique action sur plusieurs sites, elle ne peut réaliser
plusieurs actions différentes sur différents locus. Par exemple pour une cellule dans
laquelle on utilise une dead spCas9 couplée a un activateur; on ne peut pas y réaliser une
édition génomique avec une spCas9 sur une séquence différente sans étre obligé de
couper la zone ciblée par l'activateur. Pour pouvoir utiliser la technique cas9 pour
réaliser plusieurs actions au sein d’'une méme cellule, il faut développer une méthode
pour relier chacune des actions a chacune des cibles. La solution pour obtenir ce niveau
de controle est d'utiliser des protéines Cas9 orthogonales.
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6. S'émanciper de I'HDR : Homology Independent Targeted Integration

Un défaut majeur du transfert de gene par la technique CRISPR-Cas9 est sa
restriction aux cellules en division. Pour surmonter cette limite une équipe de
chercheurs internationaux a développé une stratégie nommée HITI pour homology-
independent targeted integration. Elle combine les éléments classiques, la cas9 et ses
ARN guides avec un « cocktail d’acides nucléiques » destinés a tirer profit du NHEJ qui,
au contraire de 'HDR, est une voie active que la cellule soit en division ou non. Leur
publication rapporte le succes de cette approche a la fois in vitro et in vivo, en utilisant
un comme preuve de concept la dégénérescence rétinienne par retinitis pigmentosa
chez le rat.106127

7. Conclusions

7.1 Amélioration continue

Comme souvent pour toute technologie naissante, les outils dérivés de CRISPR
devront étre améliorés. Par exemple la grande taille des Cas9 et des protéines associées
impacte 'efficacité du packaging dans un vecteur viral. Le ciblage limité par le PAM et
lI'activité hors cible peut affecter la précision de I'édition, les sgARN sont soumis a
l'activité des RNAses cellulaires influant le rendement. Il est tres probable que ces
approches combinées permettront de produire des variants CRISPR optimisés avec une
spécificité et une activité améliorée. Réduisant ainsi les risques et limites d'une
utilisation clinique in vivo.Mais d’ores et déja ces protéines et leurs guides représentent
une fantastique boite a outils, applicable notamment en recherche.

7.2 Vers de nouvelles protéines effectrices

L’exploration des luxuriants systemes CRISPR des bactéries et archées devrait
accroitre la gamme d’outils moléculaires a disposition des chercheurs. Certains
pourraient rendre les précédents efforts obsoléetes. L'analyses bioinformatique des
souches natives de cas9 permet d'identifier de plus petits homologues de la cas9.
Certains de ces variants possedent des PAMS différents par rapport a la SpCas9, et
offrent ainsi des alternatives pour cibler 'ADN, complétant la boite a outil CRISPR. En
2016 c’est d’autres nucléases provenant de la classe IT qui pourraient détroner la cas9 :
Cpﬂ 128129 ot c2c2 130).

- C2C2 cible naturellement ’ARN3!

- Cpfl découverte fin 20152, ne nécessite quun seul ARNg (a la place du duo
tracrARN:RNA), elle interagit avec des motifs PAMs différents (5'-TTN-3"), coupe donc
I'ADN a une position différentes et au lieu de générer des coupures a bouts francs, il
crée de pratiques bouts collants. Ces 3 particularités lui procurent plusieurs avantages :

— La découpe en bout collant permet, a la maniere d'un velcro, de réaliser des
insertions directionnelles des genes, analogue a celles réalisées par les
enzymes de restrictions traditionnelles. Ces bouts collants pourraient s’avérer
particulierement pratiques lorsque ce sont des cellules qui ne se divisent pas
dans lesquelles on souhaite insérer un gene, la voie HDR nécessaire au knock
in par cas9 étant cycle dépendante.

67



— Le Protospacer Adjacent Motif riche en T pourrait étendre le nombre de sites
ciblés par la technique CRISPR aux régions riches en A-T dépourvues des
motifs 3’NGG que favorisent spCas9.

— Puisque Cpfl ne nécéssite pas de tracrARN, '’ARN nécessaire pour le guider
ne mesure qu’approximativement 42nts de long. La synthése de ces ARNs
sera donc moins onéreuse que celle des ARNg de la Cas9. Cpfl et ses guides
sont plus petits que leurs équivalents du systeme spCas9, ils seront aussi plus
facile a transporter par des vecteurs de faibles capacité, comme les AAVs.

La protéine Cpfl est une alternative a la Cas9 qui promet de multiples avantages, sa
découverte révele qu'il nous reste encore beaucoup a apprendre de la biologie des
systemes CRISPR et que de futures prospections pourraient permettre de dénicher de
nouvelles nucléases plus adaptées a I'édition du génome.
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IV CRISPR EN PRATIQUE

1. Introduction

Une infinité de possibilitées semblent a la portée de la technique CRISPR-Cas9.
Par contre en laboratoire des constantes demeurent, que l'on souhaite rendre
fluorescent des genes in vivo ou qu’on injecte CRISPR a un animal pour aller découper
un génome viral intégré dans 'ADN de ses cellules. Qu'importe la technicité de
I'expérience, ces étapes simples encadreront sa réalisation.

2. Etude, sélection, synthése, vectorisation, validation

2.1 Etude de la cible

La cible va déterminer une variété de facteurs influencant I'expérimentation. La
séquence utilisée pour créer les gARN dépendra du gene cible et de l'espece dont
proviennent les cellules. Lorsque cela est possible, la région ciblée devrait étre
séquencée avant la conception des gARN. La moindre variation entre I’ADN cible et le
gARN pourrait influencer la spécificité. Le nombre d’alleles pour chaque gene peut
varier en fonction de l'organisme, ce qui pourrait impacter l'efficacité des knock-out
(inactivation d'un gene) ou knock-in (intégration d'un gene) par Cas9.

2.2 Sélection du géne a manipuler

Dans le but de manipuler un gene donné, I'identification du gene d’intérét est
nécessaire. Cependant, en fonction du résultat souhaité la région exacte du gene peut
varier. Quelques exemples :

— Pour activer ou réprimer un gene cible en utilisant des dCas9 activateur ou
dCas9 répresseur, les gARN devront cibler le promoteur qui controle
I'expression du gene d’intérét.

— Pour réaliser des knock out génétiques, les gARN devront de préférence cibler
les exons exprimés de la région 5’ pour réduire la probabilité que la région
cible soit retirée des ARNm par épissage alternatif. Les Exons proches de la
zone N-Terminale sont a cibler, car une mutation déplacant le cadre de
lecture augmentera la chance de production d'une protéine non
fonctionnelle.

— Les gARNs peuvent étre créés pour cibler des exons qui codent pour des
domaines protéiques indispensables. L’objectif étant que la mutation
(insertion ou délétion) qui résulte de la cassure double brin ait plus de chance
d’altérer le fonctionnement de la protéine.

— Pour les expériences qui utilisent le processus d’'HDR, il est essentiel que la
séquence cible soit proche de la zone ot on souhaite réaliser I'édition.
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2.3 Sélection des gARN basée sur l'activité "on target" et "off target"

Une fois le gene cible identifié, il est nécessaire de vérifier I'existence de PAM
dans sa séquence. La séquence PAM est absolument nécessaire a la Cas9 pour se lier a
I’ADN. Ils est donc nécessaire d'identifier toute les séquences PAM au sein de la zone a
cibler ( le PAM pour spCas9 est 5° NGG 3’ ). Si aucune séquence PAM n’est présente
dans cette zone, on peut se tourner vers une Cas9 d'une espece différente ou provenant
d’'un variant de la méme espece (le variant spCas9 EQR a par exemple 5 NGAG 3’
comme séquence PAM).

Des que toute les séquences PAM potentielles on été identifiées, c’est le moment de
choisir quel site sera a méme de permettre le clivage le plus spécifique. Le gARN doit
étre complémentaire de la séquence cible, mais il est aussi obligatoire de vérifier qu'une
séquence identique n’existe pas, quelque part, ailleurs dans le génome. Dans un monde
idéal, le gARN ne correspondrait uniquement qu'a la séquence voulue. En réalité il est
possible qu'un gARN ait des sites additonnels pour lesquels une complémentarité
partielle existe. Ces sites sont appelés "off-targets” ou hors-cible en francais, et doivent
étre pris en compte pendant la construction des gARN expérimentaux.

Mis a part l'activité hors cible, il est également important de tenir compte des facteurs
qui favoriseront un clivage efficace du site désiré, c’est I'activité dite on-target. Deux
gARN ciblant des séquences pour lesquels ils possedent une homologie de 100%
n‘auront pas forcément le méme rendement. Cette efficacité peut étre augmentée ou
diminuée en fonction des nucléotides qui composent la séquence. Par exemple un gARN
qui contiendrais un G en position 20 ( soit 1pb en aval du PAM) peut étre plus efficace
qu'une séquence contenant un C a cette position. Malgré le fait que ces deux séquences
présentent une homologie parfaite avec leur cible.

Il est donc nécessaire de tenir compte des prédictions d’effets on-target et off-target.
Plusieurs logiciels de conception de gARN ont été dévellopés'3-136 et sont capables
d’identifier les motifs PAM et séquences cibles puis de hierarchiser les gARNs
correspondants en se basant sur ces prédictions. La base des algorithmes est d’éviter les
sgARN qui ont des complémentarités partielles hors cibles possédant moins de 3
mésappariements. Il est également possible d’acheter des gARNs préalablement validés.

fig.32 Exemple de diagnostic opéré par un outil de conception de gARN : CRISPR design(crispr.mit.edu).
Un total 23 séquences guides potentielles (en gris ont été trouvés pour cibler la séquence d'intérét de 127
nts soumise a l'outil .
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2.4 Synthese et clonage des gARNs

Une fois la séquence complémentaire des gARNs choisie, il faut concevoir les
oligonucléotides codant ces gARN et cloner ces oligonucléotides a l'intérieur de
vecteurs d’expression. Dans la plupart des cas, les séquences guides complémentaires
sont achetées synthétisées, remises en suspension (annealing) , puis insérées dans des
plasmides qui contiennent la séquence codant le reste de la structure du gARN en
utilisant des techniques de restriction-ligation. Une alternative consiste a concevoir et
commander la séquence codant pour la cassette d’expression.

fig.33 exemple d'une cassette d’expression d’'un sgARN : Apres avoir déterminé toute les séquences de
23pdb au format 5> NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGG-3’ a proximité du site cible (idéalement a +/-
50pdb) présente soit sur le brin + ou- . Pour créer la cassette d’expression ARNg , il faudra incorporer les
20 nts de la séquence protospacer adjacente au PAM dans le fragment d’ADN représenté : Promoteur U6
- séquence pacer - structure du gARN - terminateur.’¥’

Ce fragment obtenu de 455pdb concu in silico pourra étre acheté a un fournisseur
d’oligonucléotides (tel que Integrated DNA technologies'® au prix de 89 USD pour 500ng
en décembre 2016). Les fragments recus pourront ensuite étre amplifiés. Par exemple
par PCR avec comme amorce :

SRNA-F'TGTACAAAAAAGCAGGCTTTAAAG ; gRNAR :TAATGCCAACTTTGTACAAGAAAG)

ou a partir d'un kit de clonage plasmidique (par exemple pCR-Blunt II-TOPO
thermofisher'®). La Cas9 et ses différentes formes, pourront étre achetées aupres de
fournisseurs identiques a ceux des ARN guides ( par exemple au prix de 128 euros en
Janvier 2017 pour 10 microgrammes de protéine Cas9 chez le fournisseur
Thermofisher#?)

2.5 Vecteurs

Pour introduire le systeme Cas9et gARN dans les cellules cibles, les approches
qui avaient connu un sucés précédent ont 4 nouveau été testées. A la différence des
techniques de thérapie géniques traditionnelles dont la réussite repose presque toujours
sur une expression maintenue, une expression transitoire de la Cas9 peut suffire pour
obtenir le résultat escompté. Les vecteurs viraux qui ont le potentiel de servir de
véhicule aux composants nécessaires (Cas9, guides ARN, +/- séquences matrices d'un
gene donneur en vue de réparation) sont nombreux : rétrovirus, lentivirus auto-
inactivant, adénovirus et AAV (Adeno Associated Virus). Les méthodes non virales
peuvent transporter de I'ADN plasmidique, 'ARNm Cas9, les gARN transcrits ou
synthétisés in vitro, les complexes ribonucléoprotéiques Cas9/gARN et les matrices
d’acides nucléiques donneurs. Pour faire entrer dans la cellule ces cargaisons de
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protéines et d’acides nucléiques, plusieurs techniques sont a la disposition des
chercheurs, elles incluent : l'électroporation, la transfection (lipidique, polymeére
cationique, calcium phosphate), ou l'osmocytose induite par la récente technique
iTOP)."**3Le choix de ces méthodes dépendra de leur efficacité en fonction du type de
cellules visées et de la taille du contenu a insérer.

Bien que les expériences initiales utilisaient des plasmides ou des vecteurs viraux
codant la Cas9 et les sgARN'. Les avancées en matiere d'alternatives non ADN-
dépendantes, telles que les complexe protéo-ARN pré-assemblés créent de nouvelles
possibilités de systemes de délivrances. La délivrance directe de complexes
ribonucléoprotéiques a montré de haut taux d’éditions génomiques dans les cellules T
16 Les Cas9 ribonucleoproteines délivrées en utilisant la transfection lipidique dans les
cellules humaines et de sourisl42semblent prometteuses ont a été combinées avec des
oligodeoxynucléotides simples brins pour introduire des mutations dans des cellules
IPSCs humaines 147Les nanoclews d’ADN, un nouveau variant avancé des nanocages et
nanoparticules a également été utilisé pour délivrer CRISPR.

Néanmoins, le premier pas pour les applications cliniques sera certainement de cibler
les cellules et tissus pour lesquels des méthodes de délivrances sont déja disponibles et
validées, tel que le sang, le foie, les yeux et les muscles.'

2.6 Validation

Une fois que gARN et Cas9 ont été délivrées avec succes a l'intérieur des cellules
cibles, c’est le moment de valider les modifications apportées. Dans le cas de I'édition, la
délivrance de la Cas9 et de gARN aux cellules sauvages créera plusieurs génotypes
différents réparties dans la population cellulaire « mutante ». Un pourcentage de cette
population peut conserver un phénotype sauvage a cause :

- d'un défaut d’expression de Cas9 et/ou de gARN.

- d’'une absence de clivage efficace bien que la cas9 et le gARN aient été insérés dans la
cellule.

Les cellules qui ont été mutées sont hétérogenes, elles peuvent étre homozygotes ou
hétérozygotes. De plus chez les cellules dont les deux alleles ont été mutés, ces deux
alleles peuvent encore étre différents a cause de la fréquence des erreurs liées au
fonctionnement du NHEJ. Méme pour les expériences favorisant le HDR, ce ne sera pas
tous les alleles mutés qui contiendront I'édition souhaitée car un important pourcentage
des coupures DB seront encore réparées par NHEJ. Le résultat final de la plupart des
expériences sera donc une population cellulaire hétérogene de cellules qui contiendront
une grande variétés de mutations/éditions au sein des genes ciblés.

Comment déterminer si I'édition souhaitée s’est produite ? La méthode qui permettra
cette validation dépendra de I'expérience, mais de nombreuses méthodes sont possibles,
elles incluent entre autres :
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Mismatch-cleavage assay ( pour les coupures DB réparées par NHEJ)

PCR et digestion par enzymes de restriction pour les DSB réparées par HDR
introduisant de nouveau sites de restriction

L’amplification par PCR et I'électrophorese (pour évaluer la réparation HDR ou
NHEJ) pour des insertions ou délétions de taille importante la région d'intérét
peut étre amplifiée a 'aide d’amorces qui l'encadrent (pour les délétions et
petites insertions) ou qui recouvrent la frontiére génome-insert ( pour les
insertions).

L’ Amplification PCR, Subclonage et séquencage selon Sanger (pour évaluer la
réparation HDR ou NHEJ) procurent une évaluation semi-quantitative de la
fréquence de ciblage et la séquence exacte des alleles générés. Implique une
amplification PCR des régions cibles de 'ADN, un subclonage dans un plasmide
et un séquencage individuel de chaque clones.

Amplification PCR et Next Generation Sequencing (pour évaluer la réparation
HDR et NHEJ) procurent une évaluation quantitative des éditions génomiques
au sein de la séquence cible et peut également évaluer les effets hors cible
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PARTIE Il : POTENTIEL ET IMPACT
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Avant-Propos

Cette partie sera constituée d'une série d’exemples illustrant le potentiel actuel
de la technique CRISPR-Cas9. Souvent les travaux présentés auront des limites, mais ils
permettent tous d'entrevoir d'excitantes possibilités qui seront peut étre un jour
techniquement a notre portée. Chacune des présentations aura pour but d’apporter une
perspective nouvelle sur la technique CRISPR et répond a un contexte particulier. Ce
contexte scientifique, médical mais aussi législatif permet de mieux comprendre
I'importance, les risques et I'impact de ces applications. Ces exemples montrent parfois
que méme si elle est la méthode qui peut paraitre la plus avancée, CRISPR n’est pas
forcément la meilleure solution a un probleme donné. D’autre fois l'usage de la
technique peut s’avérer si novatrice qu’elle surclasse les cadres réglementaires et
éthiques actuels. Quelquefois elle montre que l'espoir de soigner des pathologies
pensées incurables pourrait étre a portée de main. Voici les exemples abordés :

— La thérapie génique: preuves de concept dans le cas de maladies mono-
génétiques; la premiére édition CRISPR de cellules embryonnaires, le
premier essai clinique CRISPR mettant I'édition génomique au service de
I'immunomodulation antitumorale et l'éradication in vitro et in vivo de
latences virales avec les exemples d'HBV, HIV et des Herpesviridae.

— le développement d’antibactériens spécifiques dans un contexte d’apparition
et de dissémination de bactéries multirésistantes.

— L'usage agronomique qui nous confronte aux limites des régulations actuelles
sur les organismes génétiquement modifiés et entraine une ré-évaluation de
celles-ci.

— Les gene drives ou génétique dirigée, une technique au potentiel fulgurant qui
permettrait par exemple d’éradiquer les espéces d’anophéles disséminant le
paludisme, mais pour laquelle nous ne possédons pas d’outils capables
d’évaluer I'impact environnemental, sanitaire et social.

— L’apport aux outils utilisés en recherche

Enfin une partie nommée Panorama abordera des thémes importants liés a la technique
CRISPR-Cas9 : sa propriété, la naissance d'une réflexion portant sur son usage clinique,
I'émergence d'un marché basé sur sa découverte, et enfin les limites de notre propre
compréhension.

Nous nous concentrerons sur les techniques d’édition génomique et en particulier la
technique CRISPR, les autres techniques ne seront qu'évoquées. Pour faciliter une suite
logique dans I'enchainement des chapitres, la page suivante contient une infographie
organisant les exemples du potentiel de CRISPR qui seront présentés répartis en
catégories.
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| Thérapie génique

1. introduction

Depuis sa conceptualisation par deux chercheurs dans une publication parue en
1972%8 |a thérapie génique a connu d'importantes avancées médicales. En un court laps
de temps la technique est passée du stade de concept aux recherches en laboratoires
puis elle a franchit la barriére du passage en clinique. Cette histoire fut faite de succeés et
de revers. En 1990 la premiere patiente souffrant de ADA-DICS (Déficits Immunitaire
Combiné Sévere lié a la déficience en Adenosine déaminase) était traitée par thérapie
génique (par modification ex vivo) déclenchant une vague d’enthousiasme et d’études
dans des indications variées allant des maladies génétiques, neurologiques, oculaires,
infectieuses et vasculaires a la cancérologie. Mais des incidents dus aux vecteurs viraux
(rétrovirus) utilisés survinrent, entrainant le déces de patients pendant les phases
cliniques. D’abord en 1999 suite a une réaction inflammatoire déclenchée par le vecteur
puis en 2002 suite 4 une mutation insertionnelle déclenchant une pathologie de type
leucémie®*, Suite a ces incidents une longue période d'introspection et de durcissement
réglementaire s'établit durant laquelle des études se concentrerent sur les mécanismes
impliqués dans les effets « on target » et « off target » afin de garantir la sécurité de la
technique et ultimement celle des patients.

Pendant cette période de nouvelles techniques émergérent, développées en réponse au
manque de spécificité des précédentes approches. Ces techniques sont capables
d’édition génomique, et incluent les ZFNs, TALENs et désormais CRISPR. Bien que
faisant partie des méthodes de thérapie génique, I'édition génomique n’est pas limitée a
celle-ci et se révele étre un outil dont les applications ne cessent d’'étre découvertes dans
de multiples domaines. En parallele de nombreuses avancées ont été faites dans la
conception des vecteurs utilisés en thérapie géniques, qu'il s’agisse de vecteurs viraux
ou non.

Grace aux avancées réalisées plusieurs études rapporterent des progres de la thérapie
génique dans des applications diverses, que ce soit dans le cas de maladies génétiques,
neurologiques, cancéreuses ou des protocoles antiviraux 5153, En 2012 c’est le glybéra
corrigeant le déficit en lipoprotéine lipase, qui est le premier médicament de thérapie
génique a étre approuvé par 'EMA (European Medicine Agency) a la mise sur le
marché®*, Destiné a un tres faible nombre de patients et possédant un lourd protocole
de mise en ceuvre, il est aussi I'un des médicaments les plus chers du marché européen.
En 2016 c’est le Strimvelis, destiné au traitement des ADA DISC qui recoit a son tour un
avis positif 1%,

2. Techniques : du transfert de genes a I'édition génomique

Initialement la thérapie génique était basée sur des vecteurs viraux et le transfert
de genes. La thérapie génique virale modifie des virus connus pour les utiliser comme
un « cheval de Troie » destiné a insérer le gene d'intérét dans les chromosomes **°. La
technique non virale utilise quant a elle des vecteurs non viraux pour délivrer le
matériel génétique aux cellules mais son faible rendement la rend pour l'instant peu
adaptée a un usage clinique.
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Afin de s’affranchir du caractére semi aléatoire de l'insertion, des alternatives a la
précision accrue ont été recherchées. CRISPR-Cas9 est la plus récente addition a
I'arsenal d’édition génomique dont nous disposons. Méme si elle présente encore des
défauts, son faible coft et sa facilité d’utilisation font qu’elle est considérée comme un
candidat de choix pour parvenir a de nouvelles applications cliniques et démocratiser
I'édition génomique.

3. Approches

Les techniques d’édition génomique appliquées a la thérapie génique sont celles
qui visent a éditer le génome de cellules humaines dans le but de réparer ou éliminer
une mutation pathologique ou de conférer a ces cellules un avantage capable de
participer a l'élimination d'une pathologie. Y parvenir requiert l'apport de ces
modifications a un nombre suffisant de cellules pour parvenir a renverser la situation
pathogeéne, la modification apportée devra perdurer pendant toute l'existence de la
pathologie sous-jacente. Dans le cas des maladies génétiques cela signifie que la
mutation devra durer indéfiniment et étre exprimée par les cellules modifiées mais
également par leur descendance.

Deux approches cliniques sont envisageables : in vivo et ex vivo
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figure 34 Approches Ex Vivo vs. In Vivo

Pour l'édition génomique ex vivo les cellules du patient sont prélevées, éditées puis ré-introduites
(illustration en haut). Pour que cette approche soit fructueuse, les cellules cibles doivent étre capables de
survivre hors du corps et de «nicher » a nouveau dans leur tissus d’origine apres transplantation.
L'approche in vivo implique I'édition génomique des cellules in situ (illustrations du bas). Pour la thérapie
in vivo systémique, des vecteurs qui sont relativement indifférent de I'identité cellulaire ou de leur état
doivent étre utilisés pour permettre d’atteindre un large panel de type tissulaires. Par exemple la
délivrance systémique d’AAV de type 8 a été utilisée sur des modeles précliniques pour cibler le tissu
hépatique avec une grande efficacité. L'approche in vivo peut également étre réalisée par injection locale
des vecteur viraux aux tissus souhaités, tels que I'ceil, le cerveau ou les muscles.

4. Maladies monogéniques

4.1 Annotation des genes

L’annotation de I'ADN ou I'annotation du génome caractérise le processus qui
consiste a identifier la localisation des genes et de toutes les régions codantes au sein du
génome puis a déterminer I'activité de ces genes. Une fois que le génome est séquencé, il
doit étre annoté pour pouvoir lui donner un sens.

4.2 Genes et maladies génétiques

En décembre 2016, c’est environ 25 000 genes qui ont été déja été annotés dans le
génome humain, parmi ces genes, la mutation de 3677 d’entre eux a été reliée avec
l'apparition de phénotype pathologiques'™ ( d’aprés https://www.omim.org/ ). Ce

nombre évolue au fur et a mesure des découverte et connait une croissance constante.

Aujourd’hui, grace a la diminution des cotlits du séquencage, achévement du human
genome project en 20038 et I'accumulation exponentielle de données provenant du
séquencage du génome d'individus malades, le role de la génétique dans la santé
humaine est devenu un axe majeur de la recherche et de la médecine clinique. Ces
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avancées dans la compréhension des composantes génétiques des pathologies
génétiques ont améliorées notre compréhension de leurs mécanismes et ont permis
d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Malgré les efforts déployés et des hypotheses thérapeutiques validées il n'y a eu qu'un
nombre limité de réussites lorsqu’on a utilisé des petites molécules pour traiter des
maladies a forte composante génétique. L'émergence de stratégies thérapeutiques
basées sur I’ atteinte des acides nucléiques au sein des cellules et tissus pathologiques a
donc catalysé les espoirs. De telles stratégies sont particulierement adaptées au
traitement de maladies d’origine monogénique a forte pénétrance, telles que les déficit
immunitaire combinés séveres (DICS), I'hémophilie ou certaine déficiences
enzymatiques. Ces pathologies a la génétique bien définies manquent souvent de
traitement sir ou efficaces. Par contre l'édition génomique semble aujourd'hui
incapable d’apporter une solution thérapeutique aux pathologies ayant une composante
multigénique mais son utilisation en recherche permettra d’améliorer notre
compréhension de celles-ci.

4.3 CRISPR-Cas9 et maladies monogéniques

Forte des expériences réalisées avec les techniques antérieures, c'est
logiquement que la communauté scientifique s’est lancée dans l'utilisation de CRISPR-
Cas9 pour évaluer ses applications dans le traitement de maladies génétiques. Les essais
précliniques sur des modeles animaux sont nombreux, des années s'écouleront
sirement avant d’éventuellement voir des applications cliniques. Mais ces preuves de
concept apportent de multiples espoirs et une meilleure compréhension des
mécanismes pathogenes. Voici une série d’exemples, chacun pionniers d'un modele
d’étude : organoides, cellules souches induites, animal vivant et zygote.

4.3.1 Exemple de la mucoviscidose : organoides et iPSCs

La mucoviscidose est la pathologie génétique pulmonaire la plus
commune. Elle est causée par la mutation du gene CFTR présent sur le chromosome 7,
cela entraine la mutation de la protéine canal CFTR ( cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator). Ce canal transporte les ions chlorures et thiocyanates, sa
mutation entraine la dysrégulation du transport des fluides épithéliaux dans les
poumons, le pancréas et d’autres organes.En 2013, une preuve de concept utilisant la
Cas9 guidée par sgARNs a permis de corriger la mutation du gene CFTR par
recombinaison homologue.

fig.35 Illustration du protocole développé par
Schwant et al.

Les cellules souches intestinales
humaines ou murines peuvent lorsqu’elles
sont cultivées a long terme aboutir a la
formation d’'organoides génétiquement
et phénotypiquement stables.
L’augmentation du taux d° AMPc du
milieu de culture entraine le gonflement
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de ces organoides en déclenchant l'ouverture des canaux CFTR. Cette réponse est
perdue pour les organoides qui proviennent de patients atteints de mucoviscidose.
(L'augmentation du taux cellulaire en AMPc peut étre déclenché artificiellement par
I'ajout de forskoline, un activateur de I'adénylate cyclase). C'est ce modéle que Scwhank
et ses collegues ont utilisé pour montrer que l'allele qu'ils avaient corrigé était exprimé
et fonctionnel, publiant l'une des premieres études portant sur l'utilisation de la Cas9
pour corriger des pathologies monogéniques. '

En 2015 des travaux portant sur des cellules souches induites (iPSCs) provenant de
patients porteur de la méme mutation F508 du gene CFTR furent utilisées dans une
nouvelle étude. Apres correction ces iPSCs furent différentiées en cellules épithéliales
pulmonaires matures chez lesquelles une expression et une fonction physiologique de
CFTR furent démontrées'®,

4.3.2 Exemple de la tyrosinémie : modele in vivo, animal adulte

La restauration d'un phénotype sain chez des souris adultes atteintes de
tyrosinémie héréditaire a été montrée en utilisant le duo Cas9:sgARN administré par
injection hydrodynamique en 2013. Elles permettent de corriger la mutation Fah chez
les hépatocytes aboutissant a I'expression de la protéine sauvage chez environ 1/250éme
des hépatocytes. L’expansion de ces hépatocytes permettant de produire la protéine en
quantité suffisante pour permettre un retour a l'état physiologique.®.

4.3.3 Exemple de la cataracte : modification de zygotes de souris.

La mutation du gene Crygc est associée avec de multiples formes de
cataractes autosomiques dominantes. Une étude parue dans Cell en 2013 a exploré le
potentiel d'une injection d’ARNm Cas9 et de sgARN ciblant l'allele mutant. La
correction déclenchée se faisant par HDR, soit en utilisant I'allele sauvage endogene
comme matrice soit un oligonucléotide exogene. Les zygotes transgéniques aboutirent a
des souris adultes fertiles et capables de transmettre la modification a leur descendance
mais un nombre faible de modifications hors cibles furent rapportées.

4.3.4 Premiere modification d'embryons humains : B-Thalassémie

Les avancées des travaux d’édition génomique via cas9 laissaient supposer
que tot ou tard, sa transition a I'embryon humain apparaitrait. La technique a ses
défenseurs et ses détracteurs, certains considerent qu'elle aurait la capacité d’éradiquer
de dévastatrices pathologies génétiques mais elle va de pair avec de nombreuses
inquiétudes et dérives. Elle pourrait engendrer des effets imprévisibles sur les
générations futures et souleve diverses questions éthiques.

Suites aux suppositions d’édition génomique utilisant CRISPR-Cas9 sur l'embryon
humain, des Mars 2015, des groupes industriels appelaient 4 un moratoire concernant
I'usage de la technologie sur l'embryon. De maniére concomitante, divers experts
encourageaient la communauté scientifique a se rassembler autour d'un nouveau
sommet sur I'édition génomique 192, En mai 2015, concrétisant les rumeurs fut réalisée
la premiere étude sur un embryon au stade précoce a l'université de Guangzhou, en
Chine, déclenchant une vague de protestations. Cette publication dresse avec honnéteté
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et précision la réalisation de la manipulation et ses nombreux obstacles. En utilisant des
embryons tripronucléaires (non fertiles mais capables de se diviser) provenant d'un
centre de fertilité local, ils montrérent que la technologie pouvait étre appliquée pour
cliver le géne de la B-globine endogeéne. Remplacer ce géne par l'alléle sain apporté sous
forme d'oligonucléotides par HDR s’avéra plus délicat, seule une faible portion des
zygotes étant modifiés avec succes et certains zygotes étaient mosaiques (plusieurs de
leurs cellules possédaient des génotypes différents). Un nombre élevé de coupures hors-
cibles furent rapportées, plus élevé encore que celui observé pour les modeéles animaux
ou de cellules somatiques humaines. Bien que controversée, cette étude conclut sur
I'immaturité de la technique, le manque flagrant de nos connaissance dans le domaine
de la réparation de 'ADN embryonnaire et du fonctionnement de la cas9 sur ce méme
ADN. S'il était considéré un jour d’utiliser la technique sur I'embryon, I'importance
d’accumuler de nouvelles connaissances avant d’entreprendre une telle application sera
cruciale.!s?

4.4 Apercu d'autre travaux

D’autres études ont depuis montré des modifications restaurant un phénotype
cellulaire ou tissulaire physiologique dans des pathologies monogéniques dans des
indications variées :

- la myopathie de duchenne (pathologie liée a la dystrophine)'e4-1

-1'anémie de Fanconi (a gene FANC-C) ¢

- la maladie de huntington (géne HTT)'"°

- la rétinite pigmentaire (géene RPGR) !

- la maladie de vaquez (gene JAK2) 172

- le DAAT ou déficit en o1 antitrypsin (gene SERPINAL) ¢

- la drépanocytose chez des cellules progénitrices humaines (géne B-globine ) 173

- I'hémophilie B (facteur IX) 7+

4.5 Conclusion

Bien que présentant I'avantage de pouvoir cribler et sélectionner les cellules
modifiées avant leur ré-injection, 'approche ex vivo n’est pas applicable a toutes les
maladies monogéniques. Plusieurs pathologies comme les myopathies ou la
mucoviscidose nécessitent une modification in vivo.

Avant que l'édition génomique in vivo basée sur le systeme CRISPR puisse étre
appliquée chez 'homme dans des essais cliniques, des inconvénients pratiques et des
défis techniques seront a surmonter. Tout d’abord définir et atteindre des objectifs de
précision en matiere de clivage et de réparation. Ensuite parvenir a une délivrance
efficace en ciblant un type particulier de tissus, de cellules ou d’organes. Nous devrons
aussi comprendre comment controler les différentes voies physiologiques de réparation
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et définir de maniére prédictible le devenir mutationel de la réparation ADN apreés la
création de cassures doubles brins.

Que ce soit pour l'édition ex vivo ou in vivo, les effets hors-cibles freinent les
potentielles applications. Malgré l'adoption rapide de la Cas9 pour réaliser des
perturbations génétiques et épigénétiques, et les progres réalisés pour améliorer la
spécificité de la protéine, nous connaissons encore mal son profil de liaison et de
clivage hors-cible mais aussi ciblé. Comprendre la liaison de la Cas9 dans diverses
situations d’accessibilité a la chromatine et différents états épigénétique permettra
également une meilleure évaluation de son fonctionnement et permettra d’améliorer le
choix des ARN guides

Les données générées par les études de ces liaisons permettront de compléter les
modeles prédictifs et de minimiser l'activité hors-cible de la protéine, en thérapie
génique ou pour d’autres applications qui requierent un niveau élevé de précision.
L’édition génomique semble avoir un long chemin a parcourir avant de pouvoir
transposer les preuves de concepts de thérapie génique en clinique.

5. CRISPR et Latence Virale

5.1 introduction

La thérapie génique va au dela de la modification des genes « humains », elle peut
permettre d’éliminer les génomes viraux pathogenes présents dans nos cellules. Dans
son état naturel, le systeme CRISPR participe a la lutte antivirale, c’est donc avec une
certaine logique et non sans ironie qu'il est aujourd’hui « recyclé » dans le but d’étendre
cet effet a certain virus humains.

La découverte de petites protéines Cas9 dans des especes bactériennes telles que
Neisseria meningitidis et Staphyloccus aureus a déclenché des espoirs de production
industrielles. Elles étaient assez petites pour étre contenues dans un AAV (adeno-
associated virus) qui peut étre rapidement produit a grands volumes. Ces AAV offrent la
possibilité de cibler directement 'ADN viral qui se cache dans des zones reculées du
corps humain, tels que HBV et HSV (respectivement Hepatitis B Virus et Herpes
Simplex Virus).

En ce qui concerne I'édition d'un ADN viral, la probabilité que la Cas9 coupe le génome
de la cellule hote de maniére hors-cible parait faible tant les séquences exogenes virales
et endogenes humaines sont peu homologues. Voici trois exemples, chacun représente
un espoir de parvenir a une premiére thérapie curative. Ils partagent des
problématiques communes : atteindre les cellules d'intérét, faire face au repli du
matériel génétique ciblé pendant la latence, identifier la cible génétique et les
mécanismes d’échappement pour obtenir une répression suffisante dans le but de
prévenir 'apparition de formes mutantes résistantes.
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5.2 HBV : Hepatitis B Virus

5.2.1 Introduction

HBV déclenche une infection virale qui attaque le foie et peut causer a la
fois une pathologie aigiie ou chronique. Le virus qui se transmet par contact avec le sang
ou d’autres fluides biologiques de l'individu infecté est présent chez environ 240
millions de personnes de facon chronique (définie par une positivité aux antigenes de
surface HBV durant au moins 6 mois).

Il s'agit d'un probleme majeur de santé publique, on estime que 686 000 personnes
meurent chaque année des suites de complications de la maladie (cirrhose ou carcinome
hépato-cellulaire). Malgré I'existence d'un vaccin prophylactique et le développement
d’'inhibiteurs efficaces de la polymérase virale (Ténofovir, Entecavir), la forme
chronique du virus Hépatite B reste une cause majeure de morbimortalité,
particulierement en Afrique et en Asie, zones de forte endémie ou l'acces au vaccin est
souvent limité, notamment pour la vaccination néonatale.
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5.2.2 Cycle de vie

fig.36 Cycle de vie de HBV et cibles thérapeutiques'’

Apres fixation aux récepteurs de surface, HBV entre dans I'hépatocyte. La
particule virale migre jusqu’au noyau, ou le génome HBV sera converti en cccADN qui
servira de matrice a la transcription virale. La traduction des ARNm dans le cytoplasme
aboutit a la production de protéines de capside (C), polymérase (P), surface (S) et la
protéine X du virus de I'hépatite B (HBx). Ensuite le génome viral ARN (pgARN) est
emballé dans les progéniteurs de la capside virale. Apres reverse transcription de son
matériel génétique la nucléocapside obtenue sera soit encapsulée et sécrétée hors de
I'hépatocyte ou encore re-importée au noyau pour étre transformée a nouveau en
cccADN. Le systeme CRISPR-Cas9 peut perturber le cycle HBV en atteignant le
cccADN en A ou B. NCTP = le polypeptide co-transporteur Sodium Taurocholate
nécessaire au cycle HBV, cccADN = covalently closed circular ADN.

5.2.3 CRISPR comme solution thérapeutique

Les traitements actuels, les inhibiteurs de la polymérase virale, bien qu'ils
empéchent la transcription inverse (la formation d’ADN génomique viraux a partir des
transcrits d’ARN pré-génomique) ne parviennent pas a atteindre le cccDNA. Le cccDNA
(pour covalently closed circular DNA) est la partie du génome viral qui persiste dans le
noyau des cellules infectées. C’est ce tres stable cccADN qui fait que le pourcentage
d’infections par HBV completement traitées par les inhibiteurs de polymérases est
faible. Par conséquence il y a un grand intérét pour la recherche d'une solution qui
permettrait d’éliminer '’ADNccc dans le but d’obtenir une premiére thérapie curative.

C’est dont naturellement que le systeme CRISPR-Cas9 est apparu comme un candidat
potentiel. Le génome HBV possede 4 cadres de lecture ouverts (Surface, Core,
Polymérase et protéine X) qui seront traduits en seulement 7 protéines. Ces protéines
sont hautement importantes pour la réplication du virus *. En théorie cibler I'une de ces
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sept protéines a l'aide du duo Cas9/ARNg pourrait étre suffisant pour supprimer les
genes viraux liés a I'expression et a la réplication.

Les premiéres expériences in vivo et in vitro montrant l'efficacité d’'une approche
CRISPR-Cas pour aller retirer définitivement HBV des cellules hépatiques furent
réalisées en 2014. Lin et son équipe insérerent '’ADN HBV et I'association Cas9/sgARN
spécifique du cccADN dans des hépatocytes de souris par injection hydrodynamique. 77
Ils montrerent que l'endonucléase guidée pouvait cliver HBV et permettre son
élimination des cellules et faciliter sa clairance hors de l'organisme, entrainant la
diminution des antigénes HBV de surface.

fig.37 Schéma de la stratégie de suppression d'HBV par CRISPR-Cas9. Génes C :core; P: polymérase; S:
surface; X: HBx. V'

5.2.4 Conclusions

Ces preuves de concept sont prometteuses mais pour étre efficace la
technique doit étre capable d’éliminer tous les virus. L'un des obstacles est le fait que
I’ADN HBV peut étre retrouvé dans des tissus variés, autre que le foie.'”® Pour éradiquer
l'infection, le CRISPR/ARNg devra étre délivré a la totalité des cellules hépatiques
atteintes et aux éventuels réservoirs extra-hépatiques. Dans le but d'y parvenir in vivo
cela nécessiterait un vecteur doté de caracteres particuliers. Les AAV recombinants
pourraient répondre a ces criteres. Ils sont peu immunisants, non intégratifs, ont un
potentiel d’'infection tres élevé et possedent naturellement un tropisme hépatique. 3

Hormis l'identification d'un vecteur, la prochaine étape sera d’évaluer cette technique
sur un modele murin dont le foie a été humanisé,c’est aujourd’hui le meilleur modele
préclinique pour évaluer la réplication HBV in vivo 3. D’autres obstacles techniques
restent a surmonter : bien qu'en théorie cibler une des protéines essentielles a HBV
paraisse suffisant, c’est au moins 10 locus qu’il faudra modifier pour pallier aux
mutations par modification du cadre de lecture qui pourraient restaurer un gene HBV
actif malgré la coupure 8.

En 2016 des obstacles persistent, mais les nucléases exogenes sont pour l'instant le seul
moyen a notre disposition pour inactiver le cccADN, elles représentent par ailleurs un
nouvel outil d’étude de la persistance du génome viral.
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5.3. Herpesviridae.

5.3.1 Introduction

Les Herpesvirus sont de gros virus a ADN qui sont portés par presque la
totalité de la population humaine. De nombreux pathogenes humains font partis de
cette famille, voici quelques exemples :

- Herpes simplex virus (HSV type 1 & type 2 respectivement responsables de
boutons de fievre et d’herpes génital).

- Le cytomégalovirus humain ou HCMYV est la cause virale la plus fréquente de
malformations congénitales et le responsable de pathologies séveres de
I'immunodéprimé.

- EBV ou Ebstein-Barr virus est associé a la mononucléose et un grand nombre
d’autres pathologies telles que le carcinome nasopharyngé, la maladie de
Hodgkin et le lymphome post transplantation.

- VZV ; virus de la varicelle et du zona.

Les Herpesvirus persistent a vie chez leur hote. Ils y parviennent en établissant une
infection latente, qui redevient périodiquement productive. Les antiviraux actuels tels
que les analogues nucléosidiques Ganciclovir et Aciclovir agissent sur les manifestations
cliniques de ces épisodes de réactivation en bloquant la réplication. Par contre leur
impact est limité sur les formes latentes qui dépendent des polymérases
cellulaires pour maintenir leur génome dans les cellules de 'hote. Une stratégie pour
éliminer la forme latente dépend souvent de leur réactivation par un agent
chimiothérapeutique et le ciblage secondaire de ces cellules «réveillées» par
Ganciclovir par exemple >, Bien qu’attrayante cette stratégie n’est pas toujours efficace
et peut s'accompagner d'une mort de la cellule hote, ce qui n’est pas tolérable dans
certains cas (par exemple des neurones infectés par HSV1 et 2 ou VZV).

Il y a donc un besoin de thérapies alternatives et les recherches utilisent les nouvelles
techniques découvertes pour répondre a cette nécessité. Publiée en Juin 2016, une
étude néerlandaise’®® vise a évaluer la possibilité d'une thérapie curative grace a la Cas9
en utilisant comme modeles des lignées cellulaires infectées par ces virus, elle va se
heurter a des contraintes inattendues tout en apportant des espoirs.

5.3.2 CRISPR et Herpesviridae

Le but de cette étude est de combattre a la fois I'infection productive et
latente grace au systeme CrispR-Cas9, en ciblant des éléments génétiques viraux
important pour leur survie. En se basant sur des cibles validées par de précédentes
études ils parvinrent facilement a perturber la réplication de EBV, HCMV et HSV1 a
l'aide de sgARN complémentaires de genes viraux essentiels. Certains sgARN
déclenchant une inhibition plus importante que d’autres, s’expliquant probablement par
la cinétique d’expression de leur cibles.
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Par contre stopper la latence s’avéra plus difficile. En ciblant EBNAI, un géne codant
une protéine impliquée dans la maintenance d’EBV ils parvinrent a diminuer la latence
chez seulement 50-60% des cellules en n’utilisant quun seul sgARN. En introduisant un
second sgARN ciblant une zone différente de EBNAL, ils atteignirent le score
encourageant de 95% de cellules « nettoyées ». La latence d’'HSV-1 se révéla plus
compliquée a perturber chez le modéle utilisé, le génome HSV-1 quiescent semble
impénétrable aux sgARN utilisés.

Les mécanismes sur lesquels la latence repose sont différents en fonction des virus :
Alors qu’ EBV demeure sous la forme d'un épisome dans le noyau de cellules se divisant
activement, HSV-1 est latent dans des neurones sensoriels ou la réplication du génome
n’a pas lieul84Cette différence pourrait expliquer I'écart d’efficacité observé. Durant la
latence, le génome HSV-1 est hautement méthylé et I'expression du génome viral est
restreinte. La Cas9 et son guide ARN seraient incapables d’accéder au génome d’'HSV-1
alors que le génome de EBV, tres exposé durant la réplication est accessible.

Mais cela ne refléte pas forcément l'action qu’aurait le systeme CRISPR-Cas9 in vivo sur
HSV-1. 1l sera nécessaire d’étudier ces mécanismes chez d’autres modeles in vivo et in
vitro afin de mieux comprendre ces phénomeénes et d’évaluer le potentiel curatif de la
technique CRISPR-Cas9 dans le cas de de HSV-1.

5.3.3 Conclusions

Il s’agit d’'une premiere étude et elle porte a 'optimisme, bien que la mise
en ceuvre de la technique CRISPR-Cas9 n’est parfois pas aussi évidente que ce qui
pourrait étre imaginé. De nouvelles recherches utilisant de nouveaux modeles seront
nécessaires pour explorer le potentiel de cette technique en ce qui concerne les
herpesviridae. Chacune d’entre elles apportera de nouvelles découvertes emmenant a
mieux comprendre des mécanismes complexes, que ce soient ceux des latences virales
ou du fonctionnement des endonucléases ARN guidées.

5.4. Soigner HIV

5.4.1 Présentation

Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) est un rétrovirus qui
s’attaque aux cellules du systéme immunitaire et les détruit ou les rend inefficaces. Aux
premiers stades de l'infection, le sujet ne présente pas de symptdomes. Cependant,
I’évolution de I'infection entraine un affaiblissement du systéme immunitaire et une
vulnérabilité accrue aux infections opportunistes. Le syndrome d’immunodéficience
acquise (SIDA) est le dernier stade de 'infection a VIH. Il peut se déclarer au bout de 10
a 15 ans. Les antirétroviraux permettent de ralentir son évolution. Le VIH se transmet a
l'occasion de rapports sexuels non protégés, d’'une transfusion de sang contaminé ou de
I’échange de seringues contaminées. Il peut aussi se transmettre de la meére a enfant
pendant la grossesse, 'accouchement ou l'allaitement au sein. Fin 2015,0n estime que
36,7 millions de personnes vivent avec le HIV.
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5.4.2 Cycle viral
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fig.38 Cycle viral de HIV-1 divisé en étapes '8

1 L'infection débute lorsque l'un des pics formés par la glycoprotéine d’enveloppe (Env) se lie au
récepteur cellulaire CD4 et au récepteur trans-membranaire CCR5 (CC-Chemokine receptor 5). 2 Cela
entraine la fusion des membranes cellulaires et virales et 'entrée de la particule virale dans la cellule.
3&4 La perte partielle de I'enveloppe facilite la reverse transcription qui va produire le PIC ou pre-
integration complex. 5&6 Apres transport dans le noyau les intégrases associées au PIC orchestrent la
formation du provirus intégré au génome, aidé par les protéines de liaison a la chromatine de I'héte et le
LEDGF (lens epithelium derived growth factor).7 La transcription du provirus réalisée par I'ARN
polymérase II de I'hote (ARN Pol II) et le facteur d’élongation positif b (P-TEFb); produit des ARNm
viraux de tailles différentes.8 Les plus longs quittent le noyau par le transporteur CRM1. 9&10 Les ARNm
serviront de matrice a la production protéique et de longs ARN seront incorporés dans les particules
virales avec des composés protéiques. 11&12 Le bourgeonnement de la particule virale et sa libération
hors de la cellule est controlé par les complexes ESCRT (pour endosomal sorting complex required for
transport) et ALIX et s'accompagne (13) d'une maturation par les protéases afin de créer une particule
virale infectieuse. LTR : longues répétitions terminales. INSTI : integrase strand transfer inhibitor, NNRTI
non nucleoside reverse transcriptase inhibitor, NRTI nucleoside reverse transcriptase inhibitor. Les sites
d’action des inhibiteurs cliniques sont indiqués en blanc sur la fig.38 ceux des facteurs de restriction
cellulaires sont en bleu.

5.4.3 Traitement et latence

Chacune des étapes du cycle de vie de HIV-1 est une cible potentielle pour
lI'intervention d’antiviraux affectant la réplication. Le standard actuel est la thérapie
antirétrovirale, débutée au milieu des années 90 et surnommée « triple thérapie ou
trithérapie ». Elle régule la pathologie mais ne la traite pas. Son action permet de
diminuer la réplication de HIV-1 a des niveaux inférieurs aux seuils de détection, mais
le génome persiste sous forme d’infection latente chez un petit nombre de lymphocytes
T CD4+ en phase de repos . Le patient doit donc prendre a vie un traitement onéreux
et souvent mal toléré, tout en étant le plus adhérent possible pour éviter la réactivation a
partir des réservoirs de latence.

Pour espérer soigner HIV, il faut comprendre le phénomene de latence. Chez les LT
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CD4+; cellules a longue durée de vie, les provirus HIV-1 persistent dans un état dit
silencieux, dépourvus d’épisodes transcriptionnels. Cet état est réfractaire a la fois a la
réponse immunitaire et aux médicaments actuels. Cependant les cellules T mémoires
peuvent étre réactivées par un antigene appelé « antigéne de rappel ». Cette réactivation
entraine l'induction d'un cycle productif de réplication virale #-Si cette réactivation se
fait hors traitement, le HIV-1 pourra se répandre au sein des T CD4+ disponibles et
relancer un niveau similaire de réplication a celui observé avant traitement.

Les efforts pour éliminer ce réservoir de cellules contenant l'infection latente se
concentrent sur deux stratégies. La premiere a été prénommé en anglais « Shock and
Kill » / « Choquer puis tuer ». Elle consiste a ré-activer les cellules latentes (c’est le choc)
dans le but de les rendre a nouveau sensibles (pour les « tuer »). Des composés comme
les inhibiteurs de I'histone déacétylase et les agonistes PKC en sont capables ¥,
cependant aucune stratégie n’a montré une efficacité chez un pourcentage suffisant de
cellules infectées. Une alternative a pour but d’éliminer 'ADN proviral de chacune des
cellules infectées. Ce concept a été testé avec les recombinases modifiées, les ZFN et les
TALENS, avec des essais cliniques allant jusqu'en phase II'*8 La technique CRISPR-
Cas9, plus précise, plus rapide et surtout plus simple,a catalysé les expérimentations
dans ce domaine.

5.4.4 Cibles : effacer le génome HIV1

Le cas de Thimothy Brown,
le «Patient de Berlin», a déclenché de
nombreux espoirs et inspire encore
aujourd’hui de nombreuses recherches.
Atteint de HIV et de Leucémie Aigué
Myéloide il recut en 2009 deux greffes
de cellules souches hématopoiétiques.
Ces cellules issues d'un individu porteur
de la mutation A32 homozygote sont
dépourvues de récepteurs CCR5. Suite a
cette intervention son taux de HIV
sanguin est devenu indétectable et il n'est
plus nécessaire pour lui de prendre une fig.39 Timothy Brown en 2011
thérapie antirétrovirale.

194

La guérison de Timothy Brown accrut l'intérét du génie génétique pour CCR5 en tant
que cible thérapeutique. En théorie si 'expression de CCR5 pouvait étre bloqué, I'entrée
du HIV dans ses cellules hotes deviendrait quasi-impossible. Les trois outils d’éditions
génomiques ZFN, TALENS’51901 et désormais CRISPR-Cas9 ont été mis en ceuvre pour
perturber CCR5 mais plusieurs inconvénients liés a CCR5 apparurent *2. CCR5 n’est pas
seulement un récepteur de HIV-1, il occupe dans la cellules plusieurs autre roles. Il n’est
pas indispensable au HIV-1, certains virus utilisent le co-récepteur alternatif CXCR4
rendant inefficace le ciblage de CCR5 dans leur cas. Un inconvénient supplémentaire
est qu'il affecte seulement I'entrée du virus dans la cellule hote et sa perturbation (ou
celle de CXCR4) n'impacte pas les cellules déja infectées par le virus.

Comme pour les infections par Herpesviridae, hépatite B ou autre virus latents, il est
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donc nécessaire d’atteindre le génome intégratif de HIV-1 chez les cellules ou I'infection
est latente pour obtenir une thérapie permanente ou stérilisante. Pour atteindre '’ADN
proviral, la destruction de génes codant pour certaines protéines de HIV-1 est une des
techniques explorées mais elle n'offre pas la possibilité d’éliminer l'intégralité du
génome et les reliquats de LTR (long terminal repeats) persistants pourraient continuer
a promouvoir, apres le clivage, la transcription de protéines qui peuvent savérer
toxique. 193194

5.4.5 Les LTRs

Les LTRs sont des séquences hautement conservées présentes en 5’ et 3’
du génome viral intégré. S’attaquer a ces LTRs apparait donc comme 'approche idéale,
cette méthode aurait un double effet, elle permettrait de supprimer l'intégralité du
génome situé entre chacun des LTR et impacterait aussi I'expression des séquences LTR
elles-mémes. Cette hypothese a été testée avec succes en utilisant la technologie
Cas9/LTR-sgARN, dans de nombreux types cellulaires comprenant les lymphocytes T et
les cellules de la lignée myéloide qui sont des réservoirs majeurs de l'infection latente
HIV-1. Ce systéme est aussi capable d’éliminer plusieurs copies de HIV-1 par cellules par
approche multiplex (avec plusieurs sgARN), méme si elles sont situées sur des
chromosomes différents!*>1%

5.4.6 Premiére étude in vivo

Dans une publication parue dans Nature en mai 2016, Rafal Kaminski et
ses collegues décrivent comment ils sont parvenus a réaliser la premiere preuve de
concept d’élimination du génome HIV in vivo. Ils ont travaillé sur des souris et des rats
transgéniques dont le génome est doté de séquences HIV-1.

Ils choisirent un orthologue de la Cas9 de petite taille, la saCas9 ( Staphylococcus aureus
Cas9) et une approche multiplex basée sur plusieurs guides sgARNSs. L'injection de la
queue des souris transgéniques avec un vecteur rAAV9 (un adeno-associated virus 9
recombinant) qui exprime saCas9 et ses ARN guides a permis de créer une coupure de
I'ADN HIV-1 et d’exciser un fragment d’ADN de 978 pdb qui s’étend entre les génes LTR
et Gag. L'atteinte des organes est complete, on retrouve la perturbation du génome viral
intégré a la fois dans le rein, le foie, le coeur, les poumons le rein et au niveau des
lymphocytes circulants. L'injection rétro-orbitale chez le rat transgénique de
rAAV9:saCas9/gARN élimine les séquences virales ciblées et diminue significativement
le niveau d’expression virale dans les lymphocytes du sang circulant. Cette preuve de
concept est la toute premiéere fois qu'une suppression de HIV-1 est réalisée in vivo par
CRISPR-Cas9 sur un panel de cellules et tissus qui portent une copie intégrée du
génome viral.

5.4.7 Limites

5.4.7.1. liées a I'outil d'édition génomique

Une incertitude de taille a l'application clinique et en recherche
fondamentale est la possibilité d’effets hors-cible. Par rapport au ciblage des séquences
« humaines » le ciblage du génome viral présent dans les cellules humaines semble
présenter un risque moindre. La spécificité des ZFN, TALEN et Cas9 a été étudiée en
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détail par de nombreuses expériences in vivo et in vitro, par séquencage et
computational characterization. Bien que des essais complémentaires et une
amélioration continue de ces outils soient nécessaires, il n’est pas apparu de
génotoxicité, de cytotoxicité ou d'effets hors cible dans la majorité des études de
thérapie génique virale, #*9"%

Nous n’avons pas encore le recul nécessaire pour évaluer la toxicité d'une expression a
long terme de la Cas9/sgARN dans une cellule. Pour l'instant les animaux transgéniques
qui expriment la Cas9 et ses guides ARNs complémentaires des génomes viraux de
maniére constitutive n’‘ont pas déclenché de toxicité 2°°-292, Un suivi par des méthodes
de séquencage du génome entier capables de s'assurer de la stabilité du génome et de la
potentielle génotoxicité sera nécessaires. En ce qui concerne I'édition d'un ADN viral, la
probabilité que la Cas9 coupe le génome de la cellule hote de maniére hors-cible parait
faible tant les séquences exogenes virales et endogenes humaines sont peu homologues.

Il existe aujourd’hui un seul exemple ou une homologie entre la séquence ciblée et le
génome cellulaire a été observé : les sites de liaison au facteur de transcriptions compris
dans le LTR de HIV-1. Dans ce cas un ciblage imprécis peut étre évité par sélection des
gARN. Des études bio-informatiques des cibles et de leur homologie avec le génome de
I'hote permettront d’améliorer la spécificité de 1'édition génomique et de faire basculer
les attentes dans le domaine du possible.

5.4.7.2. liées au HIV

Une question a laquelle toute thérapie ciblant HIV doit répondre se pose :
HIV-1 pourrait il échapper a I'attaque programmée par CRISPR-Cas9? Si oui, comment?

Rapidement apres la publication de Rafal Kaminski et ses collegues, deux publications
203204 ont apporté des réponses inattendues a cette interrogation. La capacité HIV-1 a
acquérir des mutations qui lui permettent d’échapper aux attaques par interférence
ARN (ARNi) 205206 était déja connue. Comme on pouvait s’y attendre le virus utilise une
technique similaire qui interfere avec la reconnaissance par les sgARN et la Cas9.

Mais dans le cas de CRISPR ce qui est surprenant est la concentration de ces mutations
au niveau exact des sites ou la Cas9 est supposée couper ’ADN viral, alors que la zone
de complémentarité avec le sgARN est bien plus grande. Une autre particularité est la
haute fréquence d'insertions et de délétions (indels) présents au niveau des séquences
virales les moins conservées. Ces propriétés suggerent que les mutations qui conferent
la résistance a la Cas9/sgARN ne sont pas le résultats d’erreurs fréquentes de la reverse
transcriptase virale (qui a une tendance naturelle a la confusion).

L'origine de ces mutations serait tres probablement liée a la machinerie NHEJ (non
homologous end joining) qui répare I’ADN brisé au site de coupure. Voici une hypothese
du mécanisme de résistance a la Cas9 développée par HIV : La Cas9 dirigée par sgARN
clive 'ADN cible au niveau d'un site situé a 3 nucléotides du PAM. Lorsque la
machinerie NHEJ répare la cassure double brin I'insertion de courts nucléotides, la
délétion et la substitution peuvent se produire au niveau du site de clivage. La majorité
de ces mutations abolissent le fonctionnement du gene et a terme tuent le virus.
Cependant, certaines mutations ne causent aucun dommage au virus et favorisent
I’échappement viral.
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5.4.8 Conclusions

Bien que ces résultats paraissent décourageants, il est important de les remettre
dans leur contexte. Les expériences ont été réalisées en culture cellulaires, ces cellules
n’‘ont été infectées par HIV-1 qu'apres expression stable de Cas9/sgARN. La production
virale est bien supérieure dans ce modele que dans celle d'un modele d’infection latente
par HIV-1. Cela facilite 1’échappement du virus et sa propagation aux cellules
adjacentes. Il sera important d’évaluer I'échappement a CRISPR-Cas9 dans un modéle
animal. Si ces mutations échappatoires sont fréquentes, la stratégie « shock & kill » par
dCas9 pourrait étre une meilleure option qu’'un clivage direct. Malgré les potentielles
difficultés qui seront a surmonter pour traduire ces découvertes en thérapies, ces
publications apportent avec elles 'idée que soigner HIV pourrait un jour étre a notre
portée.

Au dela de son usage dans la latence virale Crispr cas9 a été utilisé pour éradiquer des
virus porcins endogenes (virus PERVs) de l'intégralité du génome porcin, afin de
prévenir le risque de transmission durant une transplantation °°. L'un des apports
majeurs de la technique qui ne sera qu’évoqué ici est son utilisation en recherche
fondamentale. Elle pourra renforcer la compréhension des mécanismes infectieux, a
l'interface cellule virus, notamment par la réalisation de criblage dans le but de
comprendre les facteurs cellulaires impliqués dans la réplication virale.
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6. Cancérologie

6.1 Introduction

Parmi les indications de la thérapie génique, la cancérologie est celle qui a le plus
été traduite en études clinique. Bien qu'apportant des résultats mitigés elle a servi de
tremplin clinique a la majorité des approches thérapeutiques 2. C’est donc logiquement
que la technique CRISPR-Cas9 réalisa ses débuts cliniques en cancérologie. Ce fort
pourcentage d’études cliniques s’explique par le fait que la thérapie génique appliquée

au cancer est moins sujette aux limitations techniques qui peuvent s’appliquer aux

maladies monogéniques par exemple?®,

fig.40 Répartition des indications en thérapie génique2®®

Plusieurs approches existent, on peut citer le gene suicide qui permettent la
transformation d’'une prodrogue non toxique en drogue toxique (ex : HSV tk), les genes
suppresseur de tumeurs entrainant l'apoptose (ex: gene HI19), les siARN (silencing
ARN)?°, la modification de genes (par exemple lintroduction de génes
radiosensibilitants ou radioprotecteurs destinés aux cellules a proximité des
tumeurs?*??) et enfin 'édition génomique et 'immunomodulation.

6.2 immunomodulation anticancéreure et édition génomique

Parmi les stratégies thérapeutiques anticancéreuses basées sur la modulation du
systeme immunitaire figure I'immunothérapie adoptive. Cette forme d'immunothérapie
utilise les cellules du patients (lymphocytes T ou Cellules Présentatrices d’Antigenes
dendritiques) puis les stimulent ex vivo avant de les réintroduire.

La thérapie cellulaire apporte des résultats prometteurs, mais nombreux sont les
patients qui présentent une rechute. Les techniques d’éditions génomiques pourraient
donc améliorer de tels traitements et réduire leur vulnérabilité. En 2015 la premiere
réussite clinique des TALENSs dans une étude pédiatrique de phase 1 ciblant la leucémie
aigué lymphoblastique a cellules B (B-ALL) était basée sur l'association entre édition
génomique et thérapie cellulaire 2°%2% lymphocytes CAR-T (des lymphocytes T
artificiellement modifiées pour leur conférer un récepteur chimérique, ici capables de
cibler I'antigene CD19 présent sur les cellules cancéreuses). Mais au lieu d'utiliser des
lymphocytes autologues (du patient) cette étude avait pour ambition d'utiliser des
lymphocytes hétérologues (provenant de donneurs). L'édition génomique par TALENs
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était utilisée pour permettre de contourner le systeme HLA et prévenir le rejet lié a
I'hote. Les chercheurs parvinrent a des UCAR-T : des CAR-T universels qui pourraient
grandement simplifier et standardiser la production de telles solutions thérapeutiques.
En 2016 c'est deux équipes qui se livrent un duel pour parvenir a une premiere
utilisation de CRISPR chez I'homme, elle concerne également l'association entre
thérapie cellulaire et édition génomique.

6.3 débuts cliniques : immunothérapie antitumorale et CRISPR-Cas9

Une compétition biomédicale a lieu, certains nomment sputnik 2.0 cette course a
I'application clinique de CRISPR-Cas9 2. D'un c6té l'université de Pennsylvanie avec le
soutien financier du Parker Institute for Cancer Immunotherapy (la fondation créé par
Sean Parker, milliardaire fondateur de Napster et pionnier de Facebook). De I'autre des
institutions chinoises qui ont déja la primeur des premiers essais chez le singe et
I’embryon '****, Les deux équipes prévoient une approche similaire, prélever puis éditer
le génome de lymphocytes T des patients pour y éteindre le gene PD-1 avant de les ré-
introduire dans la circulation sanguine. La voie anti-PD-1 est une voie validée depuis
peu qui connait un essor considérable avec l'acceés au marché d’anticorps anti-PD-1

nivolumab et pembrolizumab?¢2,

PD-1 ou programmed cell death 1 est une protéine de surface cellulaire exprimée par les
lymphocytes T, l'un de ses ligands PDL-1 exprimés par les cellules saines est un des
checkpoint qui permet d’empécher l'activité des LT et NK, permettant une régulation de
I'immunité et une tolérance au soi 8. C'est cette propriété qui est détournée par des
cellules tumorales qui expriment PDL-1 et échappent alors a I'immunosurveillance. La
création de lymphocytes T dont le gene codant PD-1 est inactivé par la cas9 guidée par
sgARN permet d’obtenir une réponse immunitaire boostée, dirigée contre la tumeur?",
S’agissant d’'une manipulation ex-vivo, le criblage et la sélection des LT avant injection
est possible et permet de s'affranchir des préoccupations d’effets hors cible de la cas9.
Par contre les risques d’auto-immunité inhérente a la technique persistent.

Des deux équipes en lice apres approbation de leur projets d’essais cliniques par leurs
comités respectifs 22° c’est celle du West China Hospital, hopital universitaire de la
Sichuan University a Chengdu qui fut la premiere a avoir le feu vert pour débuter leur
étude. Le 28 octobre 2016 fut débuté 'essai NCT02793856 22° examinant l'efficacité et la
sécurité d'une injection de lymphocyte T modifiés chez des patients atteints de cancer
du poumon métastatique non a petites cellules (non-small cell lung cancer) réfractaires
aux traitements traditionnels. Cet essai de phase I a recruté 10 patients qui recevront
entre 2 et 4 injections successives puis seront suivies pendant 6 mois., au moment ou
cette these est écrite, leur résultats n’ont pas encore été publiés.

6.4 Conclusions

Malgré les promesses des approches de thérapie génique en immunothérapie
antitumorale, et méme si elles parviennent a un résultat positif, elles restent aujourd’hui
soumises a une contrainte de taille. Leur procédé implique aujourd’hui l'extraction, la
modification, la sélection et la multiplication de cellules du patient, une lourde
entreprise. A moins qu’elles démontrent un gain considérable d’efficacité, il est pour
l'instant difficile de justifier la poursuite de tels travaux. Si on mesure le succes
seulement par la facilité d’évoluer vers une production massive, les anticorps semblent
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bien supérieurs, et peuvent étre produits en quantités presque illimitées dans le but d'un
usage clinique.

Mais comme nous l'avons vu dans les deux exemples précédents 1'édition génomique
pourrait permettre de révolutionner I'immunothérapie antitumorale en améliorant
l'efficacité des traitements ou en leur permettant de s’affranchir des inconvénients de
leur production. Cette approche pourrait alors devenir une alternative complémentaire
aux autres stratégies thérapeutiques.

6.5 Perspective : Thérapie génique CRISPR, production et commercialisation

De la méme maniére que les protéines/anticorps cliniquement actifs, des
systemes de production qui obéissent aux bonnes pratiques de fabrication (BPFs) sont
nécessaires pour maintenir la sécurité du patient et limiter les risques liés a la
production de composés destinés a I'édition génomique. Si elles voient le jour, les essais
destinés a la sécurité et la production a large échelle de ces produits thérapeutiques
devront satisfaire aux bonnes pratiques génomiques ?*'. Les systéemes de délivrance
choisis devront eux aussi satisfaire aux bonnes pratiques de fabrication actuelles.

Pour étre rentable, I'ensemble de cette production devra étre réalisable a un colit qui
permet de démontrer un bénéfice pharmaco-économique afin d’obtenir le
remboursement du produit par les mécanismes d’assurance maladie.

Les outils de production et de contréle qualité actuels sont utilisables pour
manufacturer des produits de thérapie génique aux standards BPFs. Pour I'édition de
genes humains par une approche le défi sera d’améliorer la compréhension du
mécanisme d’action et d’augmenter suffisamment la spécificité de la coupure par cas9
afin de minimiser l'apparition d’effets hors-cible a un seuil acceptable. L'approche ex
vivo est elle soumise aux mémes contraintes que la thérapie cellulaire. La propriété
intellectuelle jouera aussi un role clef dans la commercialisation de la technologie
CRISPR. Les trois compagnies développant son usage commercial (Editas Medicine,
CRISPR Therapeutics, et Intellia) devront prendre des décision légales majeures
destinées a protéger chacun des aspects spécifiques a leur technique. L'incertitude liée a
l'attribution de licences et les limites actuelles liées a l'utilisation de CRISPR en clinique
ne semblent pas pour l'instant freiner les relations entre ces compagnies et I'industrie
pharmaceutique ( entre autres Novartis, Bayer, Juno, Vertex et Genethon).
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Il Des antibiotiques CRISPR
1. Introduction

Les antibiotiques ont révolutionné la médecine, de nombreuses vies ont pu étre
sauvées, et leur découverte peut étre considérée comme un tournant majeur de
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I'histoire humaine. Malheureusement leur utilisation fut rapidement accompagnée par
I'apparition de souches bactériennes résistantes.

Depuis leur introduction, des millions de tonnes d’antibiotiques ont été produits et
employés dans des buts variés. L'amélioration des techniques de production a entrainé
une diminution constante des prix des antibiotiques, encourageant leur usage hors
prescription et hors indication. En conséquence, le monde est saturé par ces agents, ce
qui contribue a la sélection de souches résistantes. Le développement de bactéries
résistantes aux antibiotiques et leur distribution dans les populations microbiennes a
travers I'ensemble de la biosphére est le résultat de nombreuses années de pression
sélective continue, générée par 'homme a travers son mésusage. Il ne s’agit pas d'un
événement naturel, mais d'une situation artificielle,« il n’y a peut étre pas de meilleur
exemple de notion darwinienne de sélection et de survie » 222,

fig.41 Assemblée Générale des Nations Unies, 13 Septembre 2016

En Septembre 2016; pour débuter son discours devant 'assemblée générale des Nations
Unies, Margaret Chan, directeur général de I'OMS qualifia la résistance aux
antibiotiques de crise globale, elle décrit ce phénomene comme un « Tsunami qui se
rapproche de nous au ralenti » 23, Elle rajoute ensuite :

« La mauvaise utilisation des antibiotiques, que ce soit leur sous-utilisation et 'abus, est
en train de causer l'échec de ces fragiles médicaments » et « l'émergence de résistances
bactériennes est en train de prendre de cours notre capacité a découvrir des antibiotiques »

Les bactéries ont su tirer parti de la sur -utilisation des antibiotiques. Leur
extraordinaire capacité génétique les a poussées a exploiter toutes les possibilités de
résistances a leur disposition et tous les moyens de transmission génétique horizontale
pour développer des mécanismes de résistances contre chacun des antibiotiques
utilisés, que se soit en pratique clinique, en agriculture ou ailleurs. De nombreuses
bactéries pathogénes responsables d’épidémies chez I'homme ont évoluées pour
acquérir une multirésistance ( ou MDR : pour Multi Drug Resistance).

L'usage extensif des antibiotiques dans I'élevage animalier est un contributeur principal
de l'apparition de résistances 22#-22°, (Voir en Annexe 9 le schéma de dissémination de résistances
aux antibiotiques entre élevage, hopitaux, traitement des eaux usées et communauté). L'interdiction
en Europe de l'antibiothérapie animale dans le seul but de favoriser la croissance des
élevages fait partie de la stratégie de 1'Union pour lutter contre l'émergence de
résistances®. Jusqu'au début du XXI®™ siécle on avait observé des résistances d’
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Escherichia coli a tous les antibiotiques connus sauf un, la Colistine, un antibiotique
ancien de la famille des polymyxines, peu utilisé chez 'homme. L'usage extensif dans
les fermes d’élevages porcin en Chine, a déclenché I'apparition de souches résistantes
(conféré par le géne plasmidique mecr-1), conduisant fin 2015 a la détection d'une

bactérie résistante a tous les antibiotiques connus 228, (Différents mécanismes de résistance aux
antibiotiques sont représentés en Annexe 10)

Les initiatives gouvernementales sont nombreuses pour lutter contre cette situation
préoccupante??, et les partenariats public-privé se multiplient, I'un des axes majeurs : le
développement d’antibiotiques innovants. Parmi les nouveaux antibiotiques et les
nouvelles solutions thérapeutiques recherchées pour contrecarrer 1'émergence de
résistance, CRISPR-Cas est 'une des moins traditionnelles.

2. La technique CRISPR-Cas9 : espoir d'un nouveau type d'antibiotiques

Les eucaryotes maintiennent 'homéostasie au sein des cellules et des tissus par
le biais de systemes de réparation d’ADN robustes. Contrairement a eux, les bactéries
favorisent les mutations et I'acquisition de matériel génétique nouveau tels que les
plasmides pour pouvoir assurer une flexibilité évolutionnaire.

La plupart des bactéries possedent donc de faibles mécanismes de réparation
(majoritairement par NEHJ). Une coupure double brin induite par CRISPR au sein du
génome bactérien déclenchera donc souvent leur mort. Si cette coupure DB a lieu au
niveau d'un plasmide, il sera éliminé de la bactérie (ce qui peut dans certain cas étre une
technique pour induire la mort de la bactérie). La technique CRISPR permet une grande
spécificité, plutdt que de viser des familles bactériennes, le systeme CRISPR permettrait
de cibler certains génotypes pour atteindre un genre ou une espéce bactérienne choisie.
La technique peut aussi servir a cibler un gene de résistance a un antibiotique dans le
but re-sensibiliser la cible****. Les antibiotiques séquences-spécifiques ainsi créés
peuvent donc moduler sélectivement n'importe quelle population bactérienne et
éliminer les pathogenes. Cette éradication précise pourrait permettre la survie de
bactéries commensales bénéfiques, offrant un avantage par rapport aux antibiotiques a
large spectre, moins sélectifs. Ils pourraient servir pour faconner a dessein le
microbiome et il est imaginable que ces antimicrobiens pourraient aussi permettre
d’atteindre des parasites eucaryotes.

3. exemples

En 2014 Rob Citorik ', David Bikard?® et leurs collaborateurs développérent
pour la premiere fois des antimicrobiens basés sur le le systeme CRISPR-Cas. Les deux
équipes utiliserent des gARN ciblant des séquences retrouvées seulement chez
certaines bactéries pour guider la Cas9 :

— Silaséquence cible est absente, cela ne déclenche aucun effet.
— Sielle est chromosomique, le clivage est cytotoxique

— Si elle est épisomique, le clivage entraine soit la mort cellulaire soit la perte du
plasmide en fonction de la présence ou l'absence de systéme toxine-antitoxine
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Rob Citorik et ses collegues choisirent les genes de résistance aux beta-lactames et aux
quinolones chez Escherichia coli comme cible et utiliserent un plasmide ou un phagemid
pour délivrer le systeme CRISPR dans la cellule bactérienne cible. (Les Phagemids sont
des plasmides contenant une origine de réplication d’origine phagique qui peuvent étre
emballés dans une capside de bactériophage, ils sont incapables de se répliquer sans la
présence d'un systeme helper). David Bikard et ses collegues utiliserent un phagemid
pour cibler Staphylococcus aureus, un pathogene hospitalier commun.

3.1 Travaux de I'équipe de Citorik

En emballant le systeme CRISPR-Cas dans un phagemid ou en exploitant le
systeme plasmidique, ils créerent des outils permettant de déclencher une létalité
conditionnelle, modulaire et mutiplexable (pouvant avoir plusieurs cibles génétiques)
dirigée contre des séquences d’'intérét. Pour que la cassure générée par I'endonucléase
ARN guidée déclenche une cytotoxicité, ils la dirigerent vers les sites plasmidiques
blaSHV-18 ou blaNDM-1 qui codent respectivement pour une résistance large spectre et
une pan-resistance aux PB-lactamines?2. Pour ne pas se limiter aux résistances
enzymatiques (B-lactamases) et plasmidiques, ils étudiérent un cas de résistance portée
par le génome bactérien lié a l'altération d'une protéine de 1'hote : la résistance aux
quinolones. Les bactéries résistantes aux quinolones ont une mutation de la séquence
codant la gyrase (gyrA), I'une des protéines ciblées par ces antibiotiques. Par rapport
aux bactéries sauvages la séquence de ces bactéries ne differe que d'un seul nucléotide,
ce qui en fait un prototype de choix pour tester la spécificité de CRISPR-Cas en tant
qu'antibiotique.

fig.42 :Mécanisme de I'antibiotique CRISPR congu par I'équipe de Rob Citorik

La construction portant la Cas9/tracrARN:crARN ici appelé RGN pour RNA Guided Nuclease est délivrée
par un Phagemid. L’ensemble étant dénommé par 'acronyme ®RGN. Ce ®RGN démontre des effets
antimicrobiens efficaces et spécifiques dirigés contre les souches portant le plasmide ou le chromosome
contenant la séquence qu'il cible. Le PRGN affecte différemment la physiologie de la cellule héte de
maniére séquence dépendante. Si la séquence cible est : I absente, le RGN ne déclenche aucun effet; II
chromosomique, I'activité du RGN est cytotoxique; III épisomique, le RGN entraine soit IIIa la mort
cellulaire ou IIIb la perte du plasmide en fonction de la présence ou l'absence de systeme toxine-
antitoxine (TA).
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fig.43 Démonstration de l'activité souche dépendante de I'antibiotique CRISPR

I Trois souches de bactéries EMG?2 sont traitées : soit la souche sauvage (WT ; pour wild type) soit deux
souches contenant des séquences actives de résistance plasmidique: pNDM-1 (codant blaNDM-1
conférant une résistance large spectre) ou pSHV-18 (codant blaSHV-18 coférant une résistance aux B-
lactamines ). Ces différentes souches sont traitées soit par tampon SM, soit par PRGN : un phagemid
contenand le dublex Cas9/ARN guides qui aura pour cible la séquence ndm-1 (on le nommera alors
®RGNndm-1), ou la séquence shv18 (PRGNshv-18) ou les deux PRGNndm-1/shv-18 multiplex. Les souches
bactériennes sont traitées a un MOI (multiplicity of Infection) ~20. Ces traitements entrainent une
cytotoxicité séquence dépendante, prouvée par la réduction spécifique du nombre de cellules viables.
(CFU = colony forming unit).La transformation d’E.coli avec le systtme CRISPR-Cas entraine une
diminution de la population bactérienne portant la séquence cible d'un facteur 1000 comparé aux
bactéries qui en sont dépourvues. L’analyse séquentielles des 30 mutants ( les cellules survivantes dotées
de la séquence cible et ayant pourtant recus et incorporés le plasmide) révéla que cette tolérance était
exclusivement dus a une construction défectueuse du plasmide qui provient souvent de la délétion du
spacer dans le locus CRISPR. Ces antibiotiques CRISPR ont re-sensibilisé avec succes des populations
bactériennes résistantes aux béta-lactamines, malgré le fait que ces génes de résistance soient codés par
un plasmide a haut nombre de copies. (Un exemple de plasmide contenant le systéme destiné a cibler le
gene ndml est représenté en annexe 11)

II Des populations Eschirichia.coli EMG2 WT ou son variant comportant la mutation gyrase : EMG2
gyrADS87G son traitées soit par Tampon SM, ®RGNndm-1 ou PRGNgyrAD87G a MOI ~20. La résistance
aux quinolones est codée par le génome bactérien, l'utilisation d'un CRISPR Phagemid dirigé contre la
séquence mutée a été cytotoxique seulement chez les bactéries résistantes.

3.2 Travaux de I'équipe de Bikard

David Bikard et ses collegues étudierent une approche in vivo, en montrant
I’éfficacité de la méthode sur un modele de colonisation de peau de souris par
Straphylococcus aureus. Pour eux : « cette nouvelle technologie offre l'opportunité de
manipuler des populations complexes de bactéries, de maniére séquence-spécifique ». Pour
y parvenir, le systeme CRISPR de type II devait étre délivré a autant de cellules cibles
que possible, sans nécessiter de sélection préalable et de maniére a ce que l'expérience
soit reproductible dans I'environnement naturel.

Les bactériophages transportent naturellement de 'ADN dans leur capsides qu'ils
peuvent ensuite injecter dans I'hote bactérien. Ils adopterent donc une technique de
délivrance des geénes cas9 et leurs ARN guides en utilisant un phagemid®* .Cette stratégie
étant inspirée partiellement par la récente découverte de phages transportant leur
propres systemes CRISPR.?%*
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Ils testerent si cette technologie pouvait sélectivement tuer les souches de
Staphylococcus aureus virulentes et antibiorésistantes. Les Staphylococcus sont a la fois
des éléments prédominants du microbionte dermique® et I'une des causes d'infections
nosocomiales les plus communes?¥52%, L’augmentation récente de la pathogénicité des
staphylocoques est due en grande partie au transfert de genes de résistance aux
antibiotiques et de virulance via conjugaison plasmidique ou d’autres éléments mobiles.
Cette évolution a entrainé l'augmentation des cas hospitaliers et communautaire de
SARM et de SARV : soit Staphylococcus aureus résistant a la methicilline et
Staphylococcus aureus résistant a la vancomycine, deux souches treés difficile a
traiter.237238

Deux séries de traitement par phagemid suffirent a éradiquer la souche virulente. Les
bactéries qui n'étaient pas tuées par la premiére série de traitements, y réchapperent car
elles n'avaient soit pas recu le phagemid, soit l'avaient perdu ou en avaient recu un
défectueux. Ils n'observerent aucune mutation du site de liaison qui auraient pu
expliquer l'inefficacité percue. In vivo, sur un modele de colonisation de peau de souris,
le traitement par phagemid diminua la proportion de Staphylococcus aureus, la faisant
passer de 50% a 11% en seulement 24 heures.

4, Conclusions

4.1 liés au développement d'antibiotiques CRISPR

Bien que prometteuse, la technique n’en est encore qu’a ses débuts, les deux
études apportent de formidables preuves de concept dans le ciblage précis de
population bactérienne et de leur résistance, mais de nombreuses problématiques
restent sans réponse.

Un probleme clef de cette technique est la réalisation d'un vecteur efficace.
L’antibiotique doit atteindre chacune des cellules pour étre efficace, sinon les
populations de bactéries épargnées seraient capables de recoloniser l'environnement
apres le traitement. Le niveau de pénétrance dans une population bactérienne nécessite
donc d’étre étudié. Les deux études montrerent des réductions de population
bactérienne d'un facteur 1000 in vitro, mais in vivo, la réduction ne fut que d'un facteur
10 et l'effet protecteur d’un facteur 10022°2%, D'apres Luciano Marraffini, impliqué dans
la premiere publication, cet effet modeste pourrait suffire : « Il nous suffit d’aider le
systéme immunitaire lorsqu'il est surchargé, des études ont montré que dans certains cas,
réduire le nombre de bactéries pathogénes d'un seul log peut étre suffisant, le systéeme
immunitaire prend le relais »”®. Cette prédiction devra étre confirmée pour les
antibiotiques CRISPR.

Un inconvénient supplémentaire est le tres restreint tropisme du vecteur phagemid. Le
nombre de bactéries éligibles a ce procédé reste relativement faible. Les espoirs se
tournent vers des phages synthétiques tels que le phage T7 qui serait un vecteur de
choix, avec la possibilité de cibler spécifiquement un grand nombre d’hotes.?2°

Finalement, la grande incertitude restante reste encore l'apparition de résistance, ce
coup-ci dirigée contre ces nouveaux mécanismes antibiotiques. Les CRISPR
antibiotiques déplacent la pression évolutive a laquelle 'homme soumet les bactéries au
niveau génétique. La plupart des experts s'accordent sur le fait que tot ou tard, les
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bactéries utiliseront leur adaptabilité exceptionnelle pour contourner ce nouvel
élément de l'arsenal thérapeutique. 23°

4.2 Perspective : la résistance aux antibiotiques

4.2.1 Impact

Deux récents rapports de la Rand Corporation et de la Chatham House
sont dédiés a la résistance microbienne (des fondations non gouvernementales de
conseil en affaires internationales la Chatham House est considérée comme le second
groupe de réflexion les plus influents au Monde et le premier en Europe?!). Ces
rapports aux préoccupations délibérément économiques dressent les prédictions, cofts
humains et financiers en cas d’absence d’action. 300 millions de déces prématurés et
100 Trillions de dollars de perte pour 1'économie mondiale seraient a prévoir d'ici
205024, L'utilité de tels rapport est primordiale :

« C’est lorsqu’'une menace est comprise que les gouvernements y répondent avec des
déploiements d'énergie et d ‘argent »**.

La dynamique de la réponse aux épidémies HIV et Ebola laisse espérer que nous
parviendrons a répondre a la menace posée par la résistance aux antibiotiques. La forme
que prendra cette réponse devra étre multiple, les nouveaux antibiotiques en font partie.

4.2.3 Modele économique et Innovation

L'innovation en terme d’antibiotiques est pour l'industrie pharmaceutique
un marché peu lucratif, comparés par exemple au potentiel revenus que générerait un
nouveau médicament cardiovasculaire. Et ceci pour d’excellentes raisons de santé
publique : si un nouvel antibiotique était développé et mis sur le marché, il ne serait
réservé pendant les premieres années qu'aux derniéres lignes de la stratégie
thérapeutique et donc sa consommation et son volume de vente seraient faibles.
Certains rapports actuels pronant le développement d’antibiotiques innovants
préconisent donc de changer le modéle économique en rompant le lien entre retour sur
investissement et volume des ventes, sous forme d’'incitations financiéres provenant des
états ou des acteurs de santé***, Une autre approche consiste a utiliser des médicaments
anciens, en repensant leur usage a l'aide des connaissances actuelles. C’est le cas du
projet AIDA financé par l'union européenne?*qui réalise des essais cliniques sur 5
antibiotiques développés avant les années 1980s.

4.2.4 Solution a long terme : usage raisonné

La course aux nouveaux antibiotiques ne doit étre que 'un des nombreux
axes a exploiter pour lutter contre les résistances bactériennes. Les derniéres années
ont montré que se concentrer sur un usage raisonné des antibiotiques, les mesures de
santé publique, la prévention primaire et le controle des infections contribueront
grandement a trouver l'’harmonie entre lutte contre les infections bactériennes et
I'apparition de résistances 24, Y parvenir en rétablissant I'équilibre entre exces et acces
en ce qui concerne l'usage des antibiotiques sera 1'un des défis de santé de ce siecle, a
I'échelle mondiale. Quant a la technique CRISPR-Cas appliquée chez la bactérie, elle
permet une précision unique, ouvrant la possibilité d’étudier de nouveaux domaines
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encore incompris tels que l'exploration du microbiome. Son usage naissant en tant
qu'outil diagnostic, pourrait lui aussi étre appliqué aux infections bactériennes, et étre
capable d’améliorer nos techniques actuelles?¥

4.2.3 Un probleme mondialisé

Comme nous l'avons vu dans l'introduction de ce chapitre, la Colistine était
jusqu’en 2015 le seul antibiotique pour lequel nous ne connaissions pas de résistance
étendue, il représentait un antibiotique de dernier recours. L’identification d'une
résistance a cet antibiotique portée par un plasmide représente un changement majeur.
Antérieurement ces résistances étaient réduites a des mutations chromosomiques, qui
se transmettaient verticalement. Depuis la détection de plasmides porteur du géne de
résistance a la colistine (géne mcr-1 pour mechanism of colistin resistance 1) en Chine en
2015 228 i] a été identifié dans 32 pays, étalés sur les 5 continents 248,
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fig.44 détection de mecr-1 dans des bactéries dans des échantillons d’origine animale, humaine ou
environnementale dans 32 pays en Juillet 2016 2

En Janvier 2017 le CDC (center for disease control and prevention) a rapporté le premier
déces connu et médiatisé lié a une CRE (Carbapenem resistant Enterobacteriaceae)
résistante «a 26 antibiotiques dont tous les Aminosides et polymixines testées et
moyennement résistante a la tigecycline (un dérivé tétracycline récemment développé en
réponse a I'émergence des resistances aux antibiotiques) »**. La détection de mcr-1 fut par
contre négative. Face a l'étendue de la résistance bactérienne, un antibiotique de
derniere ligne et des méthodes de re-sensibilisations semblent de plus en plus
indispensable, ce role sera peut étre occupé par I'édition génomique.
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IV Contréle biologique : exemple du paludisme
1. Gene Drive

1.1 Origine

Chaque gene autosomique a dans la majorité des cas 50% de chance d'étre
transmis a la descendance. Soit la descendance hérite d'une copie paternelle, soit d'une
copie maternelle. Mais en 1957 des biologistes trouvérent une des exceptions a cette
regle, des génes qui ne jouent pas selon les regles de l'évolution. Ces geénes
manipulaient littéralement la division cellulaire et forcaient leur chance de transfert de
sorte qu'ils se retrouvaient dans la descendance dans des proportions que le hasard seul
ne pouvait expliquer. Ces genes peuvent se répandre dans une population méme si ils
réduisent l'avantage évolutif de 'organisme qui les portent.Un tel comportement leur a
valu le nom d’ « éléments génétiques égoistes », un exemple de ces éléments est le HEG :
le Homing Endonuclease Gene.

112



fig.45 Mécanisme simplifié d'un Homing Endonucléase Gene 25°

Les HEG biaisent 'hérédité en codant pour une enzyme qui coupe le chromosome homologue, induisant
la cellule a les utiliser comme modéle et a les copier lors de la réparation de la coupure. Il devient donc
présent sur les deux copies chromosomiques. Les HEG codent pour des protéines qui sont capables de
reconnaitre et de cliver des séquences ADN de 15 a 30 pdb quon nomme donc séquence de
reconnaissance. Les HEG sont eux méme localisés au milieu de la séquence de reconnaissance,
empéchant ainsi I'endonucléase de les cliver. Cela limite donc l'activité de I'enzyme aux séquences ne
comportant pas encore le HEG. Lorsque la protéine rencontre un chromosome contenant la séquence de
reconnaissance, elle la coupe en créant une cassure double brin. Celle-ci est souvent corrigée par
recombinaison homologue en utilisant le chromosome non affecté comme modéle et c’est ce phénoméne
entraine la conversion d'un hétérozygote en homozygote comportant deux brins contenant le HEG, un
processus connu sous le nom de « homing ». Par le biais de ce mécanisme, la fréquence d'un HEG peut
rapidement s'accroitre dans la population.

1.2 Le gene drive

En 2002 un généticien, Austin Burt, proposa une technique ingénieuse pour
répandre un géne d'intérét dans la descendance, il suggéra d'utiliser ces HEG pour
propager un gene d'intérét dans la population?' permettait de créer une technique de
Gene Drive, derriere le nom gene drive que l'on pourrait traduire par « génétique
dirigée », se cache une technique de manipulation génétique qui permet d’augmenter
artificiellement un génotype dans une population. En relachant quelques individus qui
possedent une portion d’ADN élaborée par 'homme (appelée cassette gene drive) dans
une population naturelle, on peut théoriquement obtenir en quelques dizaines de
générations une population entierement contaminée par la cassette gene drive. Mais
l'utilisation des HEG dans la génétique dirigée se heurta rapidement a la difficulté de
modifier les Homing Endonucleases pour couper de nouvelles cibles 2522%, Les tentatives
pour réaliser un gene drive avec les Zinc Finger Nucleases ou les TALENS, plus
facilement dirigeables souffrirent d'instabilité. La raison évoquée de cette instabilité
résiderait dans la nature répétitive des génes qui codent ces systémes, ils auraient une
tendance a la recombinaison les empéchant d’étre transmis avec fidélité.254255

1.3 Renouveau de la génétique dirigée

Flaminia Catteruccia, directeur de 1'Insecterie a la Harvard Chan School of
Public Health est un des experts mondiaux en zoonoses transmises par les moustiques
telles que la dengue, le chikungunya et le paludisme. C’est elle qui a été contactée pour
réaliser l'analyse génétique du virus Zika apparue au Brésil au printemps 2015%%, L'un
des principaux atouts de son laboratoire par rapport aux autres entomologistes est son
penchant pour la génétique 2¥. Lorsque 1'une de ses assistantes, Andrea Smidler démarra
son Ph.D. Elle fut encouragée a effectuer une rotation dans d’autres laboratoires, 1'un
d’eux était le laboratoire de génétique de George Church, extrémement actif dans le
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domaine CRISPR-Cas9. Elle y rencontra un jeune postdoctorant, Kevin Esvelt?¥. Leur
publication en 2014 fut la premiere a allier CRISPR-Cas9 et Gene Drive®®, L'arrivée de la
technique CRISPR-Cas9 bouleversa 'avenir de la génétique dirigée, la faisant passer de
la théorie au domaine du techniquement possible en apportant la stabilité et la
spécificité recherchée. En s'inspirant des HEG mais en utilisant la Cas9 et son guide a la
place, les projets passés devenaient possible. L'application de la génétique dirigée a I'un
de ses objectif les plus ambitieux, I'éradication du paludisme, allait connaitre un
renouveau.
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fig.46 mécanisme d'introduction d'un gene drive via CRISPR-Cas9 : le MCR ou Multiple Chain Reaction
étape 1 : Introduction exogéne du plasmide contenant la cassette gene drive dans la cellule via le vecteur
choisi. Le plasmide contient les génes codant la Cas9, ’ARN guide et facultativement un géne cargo : géne
d’intérét que l'on souhaite voir représenté au sein d’'une population rendue homozygote. En violet les
séquences HI1 et H2 flanquant la construction sont des séquences homologues des extrémités du gene
cible, l'alléle natif. Etape 2. Codée par le plasmide, la protéine cas9 va couper le site déterminé par 'ARN
guide. Par HDR a l'aide des séquences H1 et H2, la cassette contenant les génes cas9, sgARN et Cargo est
copiée dans le chromosome. On obtient alors un alléle modifié dit « allele drive ».

étape 2: Propagation apreés reproduction sexuée : L'expression du chromosome modifié permet la
production de la Cas9 et de son guide qui vont cibler I'alléle natif présent sur le chromosome homologue.
La cassure sera réparé en utilisant le chromosome compagnon préalablement modifié comme matrice. La
mutation introduite sera alors homozygote?¥2,

2. Gene drive et CRISPR : exemple de I'éradication du paludisme

2.1 Le paludisme

Selon les estimations de ’'OMS publiées a la fin de I'année 2015, 214 millions de
cas de paludisme et 438 000 déces ont été dénombrés cette année la 2. Le paludisme est
une parasitose traitable, mais le manque d'accés au soin et a des structures
fonctionnelles de santé publique font que 1'épidémie perdure. En 2015, 80% des cas de
paludisme et 78% des décés dus a cette maladie surviennent dans 15 pays,
principalement en Afrique subsaharienne. L'impact de la maladie va au dela de
I’épidémiologie, il est aussi économique et social. Le colt pour éradiquer définitivement
la maladie d'ici 2030 grace aux techniques « traditionnelles » est estimé a 101,8 Milliards
de dollars par un récent rapport d’expertise?®2. Ce rapport commandité par l'initiative
Roll Back Malaria qui dépends de 'OMS et des Nations Unies prévoit un bénéfice
immense a I'éradication de la pathologie :

non seulement « économique en apportant le retour de la productivité, de la croissance et
la réduction de la pauvreté des foyer. Mais cela favoriserait a terme ['équité,
I'émancipation des femmes et renforcerait le systeme de soin » 2%,

Le paludisme peut étre traité chez I'homme en utilisant des combinaisons
thérapeutiques a base d’artémisinine ( ou CTA); mais la thérapie nécessite une détection
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du parasite et 'acces du patient au systeme de santé. Le parasite a désormais développé
des résistances aux traitements de premiere ligne et échappe peu a peu au controle par
insecticide. Ces préventions par épandage d'insecticide dans les zones de ponte jusqu’au
domicile nécessitent par ailleurs la réalisation de campagnes organisées et de
ressources. Un vaccin contre la malaria est en cours de développement mais prendra
encore plusieurs années avant d’obtenir l'efficacité nécessaire et d'étre prét a étre
approuvé puis déployé a large échelle. 26

2.2 Gene drive : une alternative au traitement du paludisme

Depuis Austin Burt, les projets visant a atteindre les vecteurs du paludisme via
un gene drive furent parmi les premiéres tentatives d’application de la technique. De
nombreux efforts furent déployés apportant des solutions innovantes mais
techniquement difficiles a réaliser avec l'outil dont ils disposaient.?63. Le but commun
étant d’artificiellement modifier les populations de moustiques pour qu'elles
transmettent elles-méme un élément qui conduira a leur déclin ou préviendra la
transmission du parasite ou son développement chez I'hote.

Austin Burt avait imaginé une stratégie dévastatrice utilisant les gene drives pour
perturber des genes dans le but de causer l'infertilité ou la mort seulement si les deux
copies des genes sont supprimées. Ces «genetic load drives» se répandraient
rapidement au sein des hétérozygotes qui ne seraient quasiment pas perturbés. A terme,
elle entrainerait la chute de la population ou l'extinction, due a I'accumulation de
mutations récessives®”. Une seconde approche vise a perturber le sex ratio 264267, Pour
cet exemple, le chromosome Y (ou son équivalent suivant le déterminisme sexuel de
I'espece) code une endonucléase qui coupe et détruit le chromosome X durant la
méiose, s'assurant ainsi que la plupart des spermatozoides viables contiennent un
chromosome Y 2¢72¢, Ces deux techniques portent le nom de « suppression drive », car
leur objectif est de supprimer l'intégralité de la population visée. Une alternative est le
«resistance drive» visant a booster l'immunité d'Anopheles stephensi contre les
sporozoites de Plasmodium falciparum, en leur apportant le matériel génétique
(naturellement présent chez certains moustiques) codant pour des anticorps dirigés
contre le parasite (genes miC3, m4B7, ou m2A10 ). La technique gene drive ARN guidée,
rendait applicables ces stratégies délaissées, les anciennes approches furent
transposées®*, plusieurs especes porteuses ciblées?®?*(Anopheles stephensi®,
Anopheles gambiae®*?).
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fig.47 : Génétique dirigée par CRISPR-Cas9*"

De gauche a droite : en pratique lors de la reproduction sexuée, une mutation autosomique a 50% de
probabilité de se retrouver dans la descendance. La technique du géne drive qui ici utilise CRISPR-Cas9
permet artificiellement d’obtenir ’homozygotie. La zone guide sert de séquence de reconnaissance pour
la coupure de I'ADN sauvage. La cassette génétique contient le géne d'intérét, 'endonucléase utilisée est
la Cas9 codée par le gene cas9 compris dans la cassette. L'expression du systéme permettra la
transcription de la Cas9 qui guidée, coupera ’ADN sauvage au sein de sa séquence de reconnaissance. Le
mécanisme de réparation cellulaire utilisera I'alléle intact comme matrice pour reconstruire le brin coupé.
Lors de la reproduction on obtiendra donc artificiellement une population chez laquelle le géne d’intérét
est présent a pres de 100%.

2.3 Conclusions

Relacher des anophéles stérilisés pour diminuer la transmission du paludisme
n’est pas une approche nouvelle, elle a déja été expérimentée en laboratoire et en pleine
nature®’?, mais contrairement au gene drive, son impact n’est que local. Relacher dans la
nature quelques milliers de moustiques gene drive suffirait a éradiquer l'intégralité de
I'espece de maniere peu coliteuse et quasi autonome. De nombreux investisseurs et
organisations misent sur cette approche, tel que la fondation Bill et Melinda Gates via
l'initiative TargetMalaria qui a déja débloqué des investissements considérables?”. Mais
ce n'est pas parce que cette solution est techniquement réalisable qu’elle est pour autant
celle qui doit étre appliquée. La capacité d’éradiquer une espece entiére ou de
transformer  artificiellement lintégralité d'une population sauvage souléve de
nombreuses questions éthiques, écologiques et de gouvernance, elle représente un défi
pour les paradigmes réglementaires actuels.

3. Autres applications de la génétique dirigée

3.1 Santé Publique
Dans le domaine de la santé publique, plusieurs applications sont envisageables :

- Controle d’organismes transportant des agents responsables de maladies
infectieuses chez I'homme tels que : la maladie de Chagas, Lyme, Dengue

- Contrdole ou modification d’organismes pouvant causer une infection
schistosome

- Controle ou altération d’organismes servant de réservoir a un pathogene
(chauve souris, rongeurs)

- Conservation des écosystemes, la génétique dirigée peut étre utilisée pour
controler ou modifier les organismes vecteur de pathogenes qui menacent la
survie d'une autre espéce, éliminer les espéces invasives ou modifier les espéces
en danger.

3.2 Agriculture

En Agronomie cette technique est utilisable pour contréler ou modifier les
organismes vecteurs de pathogenes des plantes cultivées ou endommageant les
plantations. L’élimination des « mauvaises herbes » qui sont en compétition avec les
cultures ( via une sensibilisation ou une restauration de la sensibilisation a un herbicide
par exemple) serait également possible.
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3.3 Recherche fondamentale

La modification d’'un organisme peut permettre de réaliser des études portant sur
le fonctionnement et les effets de la génétique dirigées elle-méme mais peut aussi
fournir des renseignement sur la biologie des espéces ou le mécanisme de maladies.

4. Risques

4.1 Ecosystémes et dissémination

Bien que de nombreuses bourses aient été allouées a 1'étude de la sécurité liée a
l'utilisation de gene drives chez le moustique, peu se sont penchées sur l'effet qu'une
telle technique aurait sur d’autres especes 2*277.Un suppression drive comme celui
d’Austin Burt comporte un risque en cas d'évasion ou de relichement involontaire.
L’éradication d'une espeéce entiére comporte des conséquences difficilement calculables
sur son écosysteme et la niche écologique laissée vide pourraient étre remplie par une
autre espece.

Les études portant sur la biologie moléculaire des gene drive ont devancé la recherche
sur la génétique populationnelle et la dynamique des écosystemes. Ces deux domaines
sont pourtant essentiels pour évaluer les bénéfices des gene drives et leurs conséquences
biologiques et écologiques. Des lacunes persistent encore concernant les potentiels
effets hors-cibles (au sein méme de l'organisme modifié) et sur les autres espéeces. De
plus en terme d’écologie un gene drive pourrait causer des dommages considérables sur
I'environnement si il venait par inadvertance a atteindre ce que I'on nomme une espece
clé-de-voute. C'est a dire une espece qui a un apport disproportionné sur son
environnement en comparaison a son abondance.

En terme de dissémination, des gene drive ne respecteraient pas les frontieres
internationales et contourneraient librement les traités internationaux, comme le
Protocole sur la Biosécurité de Cartagene (traité gouvernant les mouvements
transfrontaliers d’organismes génétiquement modifiés). Les pays relachant des gene
drive pourraient étre accusés d’infraction a la Convention des Nations Unies sur les
Armes Biologiques si des organismes porteurs de gene drive étaient ammenés a nuire a
des especes natives d’autres pays.

4.2 Risque d'usage double

Les recherches qui peuvent étre délibérément détournées dans le but d'un usage
malveillant sont qualifiées de « double usage ou dual use en anglais ». *7*

Le cas des gene drive est différent des autres recherches en biologie synthétique. Alors
que celles-ci permettraient de modifier des pathogénes pour les rendre plus dangereux,
le gene drive en est incapable. Bactéries et virus ne peuvent étre modifiés par cette
technique car ils ne sont pas dotés de reproduction sexuée. La propagation chez les
plantes agricoles et le bétail serait stoppée car leurs reproduction est fréquemment
controlée. Enfin les inquiétudes liées a un usage chez 'homme sont infondées; nous
sommes une espece dont le temps de gestation est trop long pour que la génétique
dirigée se répande dans une population humaine.

Le Bioterrorisme est une peur qui va de pair avec les gene drive. Pour l'instant il n'y a
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sirement pas lieu de s’inquiéter, il semble improbable qu'une organisation terroriste
investissent des millions dans un programme de génie génétique de pointe.

«J'ai passé de longs moments a réfléchir aux applications mal intentionnées que
permettrait la génétique dirigée, et je n’en ai pas trouvé une seule qui aurait un franc
succes » a déclaré Ethan Bier, co-auteur du premier article réalisant une application
animale du CRISPR gene drive 2?7928 1] ajoute :

« ily a tellement d’autre méfaits qui sont plus facile a réaliser ».

4.3 Risques de santé publique

La technique peut également représenter une menace potentielle de santé
publique. L'exemple théorique d'un moustique modifié pour ne plus servir d’hoéte du
virus de la dengue permet illustrer ces risques. Ce moustique pourrait par exemple
devenir 1'hote d’autres arboviroses auxquelles il serait désormais plus susceptible. Le
virus de la dengue, sous la pression évolutive du gene drive pourrait aussi développer un
nouveau phénotype, résistant au gene drive et ayant un profil pathogéne qui pourrait
étre différent. Le retrait d'une espece entiere pourrait libérer une niche écologique,
celle-ci sera peut étre remplie par un autre insecte vecteur de de zoonose.?8-283

En ce qui concerne les applications de la génétique dirigée a I'agriculture, cela pourrait
entrainer des effets indésirables sur le bien étre humain. Le transfert d'un suppression
drive a une espéce sauvage non ciblée pourrait nuire a la fois a I'environnement et au
rendement agricole par exemple.

5. Gene Drive : Des problématiques nouvelles

5.1 Introduction

L’homme au cours de son histoire a participé a I'éradication d’espéces pour se
nourrir, s’enrichir ou encore par indifférence, mais la technique CRISPR-Cas9 apporte
une catégorie nouvelle, le choix délibéré d’éteindre une espece pour une raison
humanitaire. Cette technique crée des problématiques que la société n’a que rarement
eu a envisager. Quelle est la légitimité d’'un individu, d'un pays ou d'une organisation
lorsqu'il s’agit de modifier la nature d’'une maniére qui affecterait la planete entiere? A
quel point une incertitude est tolérable une fois encadrée par les regles qu’a érigée la
société autour d’elle? Et a quel point le bénéfice apporté est considéré comme dépassant
cette incertitude? Cela fait partie des questions auxquelles la société devra répondre.

«Je déteste le sujet du paludisme » admet Kevin Esvelt, «il rend l'utilisation de cette
technologie terriblement attrayante »*

5.2 Notion d'équité

Une prudence accrue et une évaluation globale seront nécessaires si les
gene drive venaient a étre utilisés. L'un des exemples est la répartition des
conséquences entre pays a forts revenus et pays pauvres. La modification
d’Amaranthius palmeri, une plante d’Amérique du nord lillustre bien. Eteindre
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I'espéce serait favorable aux Etats-Unis, ot elle est considérée comme une plante
invasive, nuisant au rendement des récoltes. Mais si il est un nuisible aux Etats-
Unis, ce n'est pas le cas des especes voisines du Mexique, d’Amérique du Sud, de
Chine et d'Inde qui y sont cultivées a des fins alimentaires. La comparaison des
bénéfices/risques ne doit donc pas impliquer seulement leur probabilité ou leur
magnitude, mais doit prendre en compte l'aspect social et humain des
changements entrainées, a I’échelle mondiale.

6. Garde fous : des réegles et des techniques

6.1 le Rapport NIH

Le fait que ce domaine avance a une vitesse impressionnante est a la fois
encourageant et préoccupant. Dans le cas de la génétique dirigée, la faisabilité technique
a devancé les réflexions nécessaires a son encadrement.

Des instances gouvernementales tels que le National Institute of Health (NIH) ont
requis la création d'un comité par la National Academy of Sciences, Engeneering and
Medicine. Ce comité est le premier dont le but est d’évaluer I'état de la science en
matiere de gene drive et d’établir des directives pour garantir un usage responsable de
cette technologie émergente.

Le comité a considéré six cas d’études et conclut qu’en 2016, il n'y avais pour l'instant
pas assez de preuves disponibles pour justifier le relichement d’organismes modifiés
par gene drive dans l'environnement. Mais les bénéfices et les espoirs portés par cette
technique, tant dans le domaine de la recherche fondamentale qu’appliquée, sont
significatifs. A eux seuls, ils justifient la poursuite de recherches en laboratoire et la
réalisation d’essais de terrain, en situation hautement controlée. L'encadrement des
recherches passe par la réalisation des études « pas a pas » et en adoptant des méthodes
avancées de confinement 2%.Au dela d’'encadrer la pratique en laboratoire, il y a un
consensus unanime sur I'importance d’engager le public dans la prise de décision liées
aux gene drives. L'implication des populations concernées est essentielle pour organiser
et définir les risques et participer aux décisions pratiques et politiques. Le rapport
souligne donc qu'il est impératif que les futures recherches soient réalisées dans des
conditions de totale transparence de maniere a favoriser les discussions avec le public.
Dans I'éventualité d'une décision visant a utiliser un gene drive, cette décision devrait
étre prise au cas par cas en évaluant spécifiquement le rapport bénéfice/risque de
chaque drive.

6.2 Méthodes biotechnologiques

Dans le cas d'une dissémination d'un gene drive qui aurait des effets indésirables
inattendus ou qui a été répandu sans le consentement préalable des autorités
compétentes il existe une technique biotechnologique nommée reverse gene drive. Le
fonctionnement du reverse gene drive est simple, il utilise la technique du gene drive
pour venir effacer et recouvrir la modification précédente. La nouvelle séquence doit
étre recodée par rapport a l'originale pour empécher le gene drive initial de la découper.
Si nécessaire, un troisieme drive permet de restaurer l'exacte séquence sauvage, laissant
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seulement la séquence codant 'ARN et la protéine Cas9 comme signature des éditions
passées. Mais les chercheurs et régulateurs ne peuvent pas se reposer seulement sur ces
techniques, encore imprécises en tant que seule stratégie d’atténuation des risques
représentés par un autre gene drive .

7. Conclusions

Parmi les applications de la technique CRISPR-Cas9, c’est a celle-ci que le
néologisme « disruptif » s'applique le plus. Elle bouleverse la biotechnologie, la science,
la médecine, mais aussi I'écologie, 'éthique, et le droit. La place percue de 'homme dans
I’écosysteme et sa relation avec la nature aura un role important dans le débat a venir
autour des gene drives. La décision d'utiliser un gene drive devra passer par une séries de
questions : Si oui ou non, pourquoi et comment les recherches devraient étre conduites?
Quand, ou et si oui ou non un organisme modifié par gene drive devrait étre relaché ?

Il faut espérer que nous saurons structurer la réflexion autour des gene drive afin de
rassembler et fédérer une communauté d’acteurs capables de parvenir aux décisions les
plus multidisciplinaires possibles. L'implication des personnes qui seraient impactées
par la mise en place d’'un gene drive semble primodiale. Comme le souligne le rapport
NIH, beaucoup reste a accomplir. Il existe de nombreuses lacunes dans notre
compréhension de l'effet qu'aurait gene drive. Combler ces lacunes sera nécessaire a
I’évaluation des risques sanitaires et environnementaux, a 'engagement du public, et
ultimement a la décision de relacher ou non un gene drive.

V Plantes et agronomie

l.introduction

Au dela des applications thérapeutiques de la technologie CRISPR, c’est dans le
domaine de I'agronomie qu’elle risque de connaitre un développement colossal dans un
futur proche. L’agronomie a toujours été intimement liée a I'histoire de la génétique, les
techniques biotechnologiques ont donc été adoptées rapidement, créant une nouvelle
branche de cette industrie: la biotechnologie agricole. Les éleveurs de plantes et
d’animaux ont sélectionné pendant des siecles des especes pour leurs attributs et les ont
combinés par des méthodes qu’on pourrait qualifier de traditionnelles : par croisements
sélectifs. Mais ce processus pouvait prendre des décennies pour atteindre un but
particulier. Jusqu’'a récemment, les techniques de génie génétique utilisées pour
manipuler 'ADN avaient été si imprécises que cela les rendait trop cotteuse et difficiles
a utiliser. L'apparition des techniques d’édition génomique a été une avancée excitante
pour I'agronomie, réduisant considérablement le temps et les colits de R&D (recherche
et développement). Elles se substituent peu a peu a la biolistique, la microinjection ou
encore le transfert par agrobactérium dans le pipeline des producteurs de semences.
CRISPR fais office de premier choix, et hormis sa précision accrue, la technique
pourrait se révéler un outil unique pour les semenciers en n’étant pas soumise a la
régulation actuelle sur les OGMs. 28
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Vingt ans apres leur autorisation sur le marché, les plantations génétiquement
modifiées recouvraient en 2015 pres de 180 millions d'hectares répartis dans 28 pays,
récoltés par environ 18 millions de fermiers. Prés de 115 millions d’hectares sont
présents sur le seul continent américain. 27

fig.48 Pourcentage des principales semences génétiquement modifiées (en vert),
par rapport aux cultures conventionnelles (en orange).?®’

Le fait que seulement 4 types de semences (Soja, Mais, Coton et Colza) constituent la
quasi-totalité des plantations génétiquement modifiées peut interpeller. Cette
concentration s'explique par le fait que le développement d'une nouvelle plante
génétiquement modifiée est aujourd’hui long et coliteux et nécessite I'accumulation de
nombreuses connaissances. En moyenne 136 millions de dollars et 13 années seraient
nécessaire pour créer une nouvelle semence et obtenir la conformité avec la régulation
en vigueur.2®

De multiples travaux sont également en cours concernant l'utilisation de l'édition
génomique pour modifier le bétail. Ils ne seront qu’évoqués dans ce chapitre.

2.Exemples

2.1 plantes

Diverses modification via CRISPR ont été réalisées dans le but de produire des
semences commerciales dotées de divers avantages. Elles sont toutes destinées a
I'agriculture intensive. Leur objectif étant souvent d’accroitre le rendement des cultures
en améliorant par exemple la tolérance a la sécheresse ou en augmentant la croissance
dans des conditions de privation en nutriment des semis?%32%, L'utilisation récente de
CRISPR chez le mais **’ ou le soja 2% illustre la rapidité avec laquelle la technologie sort
des laboratoires. Crispr peut également étre utilisé pour combattre les pathogenes
végétaux, comme montré dans le cas du virus tomato yellow leaf curl chez Nicotiana
benthamiana 2. Théoriquement, c'est l'ensemble des précédentes modifications
envisagées qui pourraient étre « traduites » en version CRISPR.

2.2 Animaux

Dans l'ére moderne, les éleveurs d’animaux ont identifiés des marqueurs
chromosomiques associés a certaines caractéristiques, ils sont connus sous le nom de
quantitative trait loci. Les éleveurs dépistent désormais ces marqueurs pour
sélectionner ces traits précieux. Ces processus seront accélérés en utilisant des
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techniques d’édition génomique. Récemment la technique a été utilisée chez le porc **

la vache a lait>* obtenir des animaux dépourvus de cornes. L'une des autres application
chez lI'animal est la production de médicaments ou de tissus. Par exemple le knock in
d’ADNCc au niveau du locus Alb porcin par CRISPR-Cas9 pourrait rendre possible la
production d’albumine par cochons transgéniques.?**

3. Plantations et acteurs industriels

Différents développeurs de semences ont rapidement acquis des licences
d’utilisation de CRISPR. Dupont Pioneer a investi des octobre 2015 dans Caribou
Bioscience, la start-up CRISPR cofondée par Jennifer Doudna. Ils expérimentent
actuellement son utilisation sur le mais, le blé, le soja et le riz et déclarent « espérer
vendre les graines modifiées par CRISPR aussitét que possible, au maximum dans 5 ans »
295, D'autres acteurs tels que Calyxt, la division « plante » de Cellectis sont présents mais
celui qui est le plus imposant est le colosse qui naitra de l'acquisition-fusion entre
I'américain Monsanto et l'allemand Bayer. L'importance de CRISPR dans cette fusion
est loin d’étre anodin.

Monsanto a acquis,des septembre 2016, une licence d’exploitation de CRISPR
provenant du Broad Institute of Harvard and MIT de Feng Zhang et George Church?®.
Cette licence non exclusive n’a que peu de limitations (I'interdiction de développer des
gene drive, d'appliquer la technologie au tabac ou de créer des semences stériles
surnommées « terminator » qui forcerait les fermiers a en acheter annuellement). Bayer
s’est lancé dans un partenariat (ou joint venture en anglais) avec Crispr Therapeutics,
l'autre start-up, celle d’ Emmanuelle Charpentier, mais l'accord de licence qu'ils
possedent ne concernait que l'usage thérapeutique 7.

L’acquisition-fusion, d'un montant de 58,8 milliard d’euros , créera une entité géante qui
controlera plus de 25% des semences et pesticides mondiaux (Ce chiffre de 25 %
représente la valeur marchande, mais si nous considérons la surface cultivée, il
représente une proportion beaucoup plus élevée)?s. Cet englobement de Monsanto
catapultera Bayer dans le role de leader dans les domaines de la biotechnologie et de la
production de nourriture a I'’échelle mondiale, il signifiera également un rapprochement
étroit entre l'industrie agricole et les pionniers de la technique CRISPR. L’étendue de ce
partenariat sera globale, le marché dominant de Bayer étant I'Europe et celui de
Monsanto le continent Américain.

Cette fusion fait suite a la vague d’acquisition que connait ce secteur en réaction a son
ralentissement depuis 2013 suite a la diminution des dépenses des exploitants agricoles
qui entrainent peu a peu des prix de base inférieurs?”. Les américains Dow Chemical et
Dupont, Chemchina et le suisse Syngenta sont aussi en cours de fusion durant I'année
2016. Lorsqu’elles seront approuvées, 60% des semences et des agents chimiques
utilisés en agriculture appartiendrons a seulement 3 compagnies. Cette situation ou il y
a peu de vendeurs pour un nombre important d’acheteurs est nommé un oligopole.
L'implication de cette concentration du marché est 1'un des éléments majeurs qui est
évalué par les régulateurs gouvernementaux avant I'approbation finale de ces fusions.
Malgré des débats engagés, début 2017, tout semble indiquer la réalisation future de ces
transactions?*°.
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CRISPR et les futures techniques d’édition génomique auront pour ces semenciers un
role majeur. Mis a part la réduction des colts de recherche et de production, ces
techniques pourraient réduire drastiquement ceux du développement. En effet
contrairement aux OGMs ils ne sont pas pris en compte par les régulations existantes3°°
ce qui conduirait a des économies de temps et d’argent pour emmener un produit sur le
marché estimées a 5,5 années et 35 millions de dollars, par produits, en moyenne 3°',

4. Régulation de CRISPR en biotechnologie agricole

4.1 Procédé vs. Produit

Le débat portant sur la régulation des organismes modifiés a toujours été un
débat houleux et politisé. Longtemps se sont opposés deux factions, celles souhaitant la
régulation du procédé et celle privilégiant la régulation du produit. Pour 1'édition
génomique, en fonction de la position adoptée par les organismes régulateurs, cela
pourrait signifier un allegement inoui des régulations portant sur les plantes modifiées
par cette technique.

4.2 Le cas du champignon de paris qui ne brunissait pas

Concernant 1'usage de CRISPR dans le domaine agricole, 'USDA, acronyme de
United State Department of Agriculture a rendu le 13 Avril 2016 une décision tres
médiatisée. Ayant été encouragé a soumettre son dossier par des membres de ce
département?®®, Yinong Yang un biologiste végétal de l'université de Pennsylvanie
déposa un dossier aupres de l'institution gouvernementale. Son cas : une édition par
CRISPR visant a réduire le brunissement de I’Agaricus bisporus, le champignon de Paris
en ciblant la polyphénol oxydase (PPO). La réponse du département de l'agriculture
américain fut favorable « il ne considere pas l'édition par CRISPR-Cas9 décrite ici comme
devant étre régulée ». La base de cette décision provenant du fait que pour cette
modification génétique, aucun matériel étranger a la plante n’'a été inséré dans son
génome, c’est un knock out par Cas9 et ses guides ARN qui a été réalisé, la modification
ne tombe donc pas dans les critéres impliquant la régulation. Cela signifie que ces
champignons pourront étre cultivés puis vendus aux Etats-Unis sans passer par les
longs et colteux processus d’approbation requis par I'agence. Il est donc le premier
organisme « CRISPR » a recevoir le feu vert du gouvernement américain et crée un
précédent historique. L'USDA avait auparavant estimé qu'elle pratiquait une sur-
régulation des OGMs3?? et suite a cette décision, nombreux sont ceux qui y voient le
signe d'un fléchissement de leurs exigences réglementaires 2’.
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fig.49 Evolution du nombre de végétaux non régulés par 'USDA. De par l'évolution des techniques
d’édition génomique, depuis 2010 un nombre croissant de plantes sont entrées sur le marché américain
sans avoir été soumises a 'examen de I'USDA. Ce champignon est en 2016 le premier organisme a avoir
été édité par CRISPR dans ce cas.??

4.3 Vers une évolution des régulations

CRISPR et les autres techniques d’édition génomique mettent les définitions
réglementaires d’OGMs et du mot transgénique a I'épreuve. Lors de la rédaction des
ébauches de la régulations des OGMs dans les années 1980s a 1990s, l'apport de
séquences génétiques étrangeres étaient essentielles a la fabrication de ces organismes.
Avec l'arrivée des techniques d’édition génomique qui supplantent peu a peu les
anciennes techniques ces régulations ont besoin d’'étre actualisées. La position des
Etats-Unis, de la Chine ou de I'Europe sont vues comme des indicateurs de tendances,
alors que les Etats-Unis semblent avoir assoupli leur attitude vis a vis des OGMs,
I'Europe a quant a elle durci la sienne dans le passé.???

La mise a jour des cadres réglementaires pré-établis concerne divers groupes de travail
dans le monde. Les Etats-Unis apreés plusieurs délais ont annoncé la mise en place un
groupe de travail a 'USDA dans le but de mettre a jour leur régulation (e Coordinated
Framework for Regulation of Biotechnology ou CFRB)3%, De nombreuses opinions
scientifiques parues dans les revues Science® ou encore Nature® qualifient 'absence de
mise a jour du cadre juridique et l'état de dérégulation engendrée d’'opportunité
manquée 2°+2°5298-3% et craignent 1'absence totale de régulation de ces plantes « éditées ».

La Chine, seconde économie mondiale, a4 'image des Etats-Unis est en train d’adopter
une position plus favorable aux OGMs et a pour la premiere fois cité le développement
de semences OGMs dans son 13°™ ZhOnggué Winidn Jihua, (soit « plan quinquennal de
développement économique ») couvrant la période de 2016 a 2020. Bien que des
recherches des laboratoires d’états portent sur des plantes modifiées par CRISPR¥ le

gouvernement chinois n’as pas annoncé s'il autoriserait de tels végétaux a étre cultivés
295
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fig.50 Le premier repas CRISPR : Stefan Jansson de l'université Umea en Suéde a réalisé en septembre
2016 le premier plat de pites accompagné de ses choux CRISPR 308

Pronant toujours le principe de précaution et soulignant notre manque de
compréhension des mécanismes génétiques, la régulation européenne est
historiquement hostile aux OGMs. Depuis Avril 2015, par la directive (EU) 2015/412 3%
I'union confére aux états membres la possibilité d'interdire la culture des OGMs sur leur
territoire et les 28 états ont adopté des mesures d’'étiquetage des produits contenant des
OGMs. En ce qui concerne NBPTs ; les New Plant Breeding Techniques, le nom donné
aux nouvelles plantes dont le génome a été altéré par édition génomique, la position de
I'union reste encore indéterminée. En Europe, I'enjeu est de taille, si 'Union classifie ces
NBPTs comme OGMs ils seraient par conséquent interdits de culture dans la majorité
des pays membres, si aucune régulation n’a lieu ils pourraient en théorie étre autorisés
sur le territoire de ces méme nations. Comme le déclare Jansson, le cuistot des
premiéeres plantes NBPTs a étre officiellement dégustées :

«étant donné que les plantes que nous avons consommeées ne sont pas, par définition, des
OGMs en Suéde, nous n’avons méme pas eu a demander un permis ou informer les
autorités (suédoises)»3°8

Pour l'instant les plantes modifiées par CRISPR ne sont techniquement pas prises en
compte par l'actuelle législation Européenne. Les Etats-Unis encouragent I'Europe
calquer leur future régulation sur la leur, notamment au travers les négociations autour
du TTIP (le partenariat transatlantique de commerce et d'investissement) avancant le
fait « que des approches réglementaires différentes au sujet de la classification des NBPTs
conduiraient a des perturbations significatives des échanges commerciaux »
(Correspondance officielle entre 1'Office of Agricultural Affairs et la Direction Générale de Santé et des
Consommateurs de la Commission Européenne présentée en Annexe 12). La position de 1'Union
sera connue dans les années a venir, si elle ne régulait pas les NBPTs cela serait un
retournement sans précédent.
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5. Une action théorique

Méme si la précision de la technique était idéale, 1'édition génomique ne
garantirait pas compléetement I'obtention du trait escompté chez le végétal. La tolérance
a la sécheresse par exemple, est non seulement associée a plusieurs genes, mais elle est
soumise 4 de complexes intéractions avec I'environnement. A quel point la fonction du
gene dépendra des précipitations, de la chaleur, de la nature des sols, de leur
profondeur ? De plus l'ensemble des autres génes auront une influence méconnue sur
I'expression du gene modifié.

6. Conclusions

Aujourd’hui la maniére dont nous produisons la quasi totalité de notre nourriture
au niveau mondial passe par l'intensification des pratiques et des techniques de cultures
et d’élevages. Les compagnies impliquées dans la conception des semences OGMs
revendiquent l'innocuité de leurs créations, leur intérét pour l'environnement et
estiment qu’elles sont le seul moyen dont nous disposons pour nourrir un nombre
toujours croissant d’étres humains. A 'opposé les inquiétudes liées 4 la santé humaine,
la brevetabilité des semences, I'impact sur 'environnement et la diversité des cultures,
la remise en question des études favorables aux OGMs et une souveraineté alimentaire
a deux vitesses en fonction des ressources économiques des nations sont mises en avant.
La réalité se situe certainement quelque part entre ces deux extrémes et est infiniment
plus nuancée. La répartition et la définition des bénéfices et des risques varient au cas
par cas, et concernent un réseau dense et varié d’acteurs : les développeurs, les nations,
les agriculteurs, les consommateurs et I’environnement en font partie.

Au dela des considérations liées a I'agriculture intensive et les OGMs se pose la question
de la régulation des NPBTs : les nouvelles techniques utilisées pour modifier les plantes
que CRISPR rend industriellement applicables. Qu’elle semble a chacun trop sévére ou
pas assez, une régulation des nouvelles techniques de production des plantes apparait
comme indispensable. Suite a l'évolution des techniques de production l'ancienne
dichotomie Procédé vs. Produit apparait inadéquate, cela entraine peu a peu les
régulateurs vers une approche au cas par cas, plus nuancée qui serait adaptée a la
diversification qu’a connu la modification génétique.***
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VI Outils de Recherche

1. Introduction

Comme nous l'avons vu dans le chapitre IIT (Optimisations, Variantes et Astuces) de la
premiere partie et au cours des chapitres précédents, la protéine Cas9 et ses variantes
représentent une incroyable boite a outils au service de la recherche. Elle peut faire
avancer notre compréhension des mécanismes biologiques, I'interaction hote-virus par
exemple, ou encore le suivi in vivo des chromosomes par la technique CRISPR rainbow.
Elle est également complémentaire de différents outils de recherche, en voici trois
nouveaux exemples : le criblage, la création de modeles et les Genome Wide Association
Studies.

2. Screening / criblage

2.1 Présentation

La Cas9 permet de modifier plusieurs cibles en paralleles, ce qui rend possible les
criblages fonctionnels, capables d'identifier les geénes ayant un réle dans 1'obtention de
phénotypes étudiés. Pouvoir concevoir de maniere semi-automatisée et synthétiser des
gARNS fait de la technique un candidat idéal pour les criblages a grande échelle et
augmente le débit de ces expérimentations. Ces Cas9/gARNSs seront capables de muter,
activer ou réprimer presque tous les locus génétiques choisis par le chercheur, de
maniere individuelle ou simultanée . Ces criblages sont utiles par exemples pour I’étude
de pathologies ou de phénotypes pour lesquels les influences génétiques sont
inconnues. L’approche la plus courante ressemble a une enquéte inversée. Elle consiste
a créer une large population de cellules dont une grande variété de genes ont été
mutées, puis d'identifier la/les mutations coupables. En d’autre termes la comparaison
entre les cellules mutantes créées et le phénotype étudié permettent d’identifier la/les
modification(s) génétique(s) liée(s) a ce phénotype.

Antérieurement les criblages génétiques reposaient en grande partie sur I'ARN
interférence par shARN (pour Short ARN / ARN court )*° qui ont tendance a avoir des
effets hors-cible et qui peuvent conduire a des faux négatifs (due a l’extinction
incomplete des genes cibles). En comparaison le systeme CRISPR est capable de réaliser
avec une spécificité accrue des modifications permanentes des geénes ciblés®”.
Actuellement la méthode la plus populaire pour réaliser des genome-wide screen
(criblage du génome entier) en utilisant la technique CRISPR/Cas9 implique
l'utilisation de librairies CRISPR lentivirales (nommées pooled lentiviral CRISPR

libraries en anglais).104202311-315
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fig.51 Illustration du genome wide screening via la technique CRISPR /cas9

Chaque ARNg est concu in silico a I'aide d'un des logiciels de conception'*313+316 puis
synthétisé. Cette librairie de guides sera ensuite amplifiée puis clonée dans des vecteurs
lentiviraux. C’est la population hétérogene de vecteurs lentiviraux obtenus qui
constituera la librairie CRISPR lentivirale. Des cellules exprimant la Cas9 seront ensuite
transduites par les lentivirus provenant de la librairie dans le but d’activer, réprimer ou
modifier en parallele plusieurs genes d'intérét. Des cellules mutantes présentant de
multiples génotypes et phénotypes seront obtenues. Le phénotype désiré pourra étre
enrichi en utilisant le tri cellulaire par cytométrie de flux en fluorescence (FACS :
fluorescence activated cell sorting). Les séquences de ces cellules pourront ensuite étre
analysées par une technique de NGS (Next Generation Sequencing).

2.2 Futur

Pour aller plus loin il sera nécessaire de développer des méthodes robustes qui
apporteront des résultats cohérents quel que soient les lignées et les types cellulaires,
les fabricants et les réactifs afin de générer des résultats valides indépendamment de
l'utilisateur ou de la plate forme. Une autre considération pratique sera de rendre ces
technologies de criblage bon marché et accessibles. La modification des sgARN pour les
rendre plus courts, pourrait encore entrainer la diminution du colt des réactifs et
permettre de plus largement démocratiser I'utilisation de ces technologies.

C’est que le criblage CRISPR a encore de multiples applications a explorer, la technique
peut étre utilisée pour identifier le role du génome dit « non codant» et de ses
séquences régulatrices®”*'® multiplex pourra étre utilisée pour disséquer la fonction des
vastes étendues génomiques, en générant des microdélétions superposées. La dCas9
pourrait aussi contribuer a ces découvertes, fusionnée a des acteurs épigénétiques elle
pourrait étre utilisée pour étudier les effets de la méthylation ou de certains états de la
chromatine sur la différentiation cellulaire ou I'origine de certaines pathologies.

3. Création de modeéles

L’édition génomique a été utilisée pour créer des modeles pathologiques chez le
rongeur, le primate ou encore le porc et permet de diminuer 1’écart entre ces animaux et
les essais cliniques chez 'homme lorsqu'il s’agit de valider des preuves de concepts
thérapeutiques®''”'’. En recréant chez un autre animal les mutations présentes chez la
population de patients humains, 'édition génomique peut étre utilisée pour modéliser
une pathologie et se rapprocher au maximum de l'état physiologique humain. Elle
permet de ne pas se reposer sur une phénocopie de la maladie. Le fait que la cas9 puisse
étre guidée pour cibler plusieurs séquences nous permettrait d'étudier des maladies
communes comme le diabéete ou certaines cardiomyopathies qui ont une composante
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polygénique. La création d’animaux transgénique par Cas9 peut étre réalisée en
injectant la protéine et les transcrits sgARN directement dans les zygotes fertilisés elle
aboutit a des modifications héritables d'un ou plusieurs alléles, par exemple chez le
singe ou le rongeur®¢, En évitant les manipulations au stade des cellules souches
embryonnaire, la durée du processus passe d'un peu plus d'une année a quelques
semaines 91201215319 T'exemple qui suit compare l'efficience de la technique CRISPR-
Cas9 a celle par recombinaison homologue « classique ».

fig.52 Utilisation de Cas9 pour générer des animaux
génétiquement modifiés”’. a,b Comparaison des durées
d'un ciblage génique traditionnel utilisant Ia
recombinaison homologue (HR) « classique » dans des
cellules souches embryonnaires (ESCs ; partie a) et du
ciblage génétique par CRISPR-Cas9 dans 'embryon au
stade une cellule (partie b). I1 y a deux phases
chronophages et coliteuses dans l'approche par HR
classique. La premiere de ces phases consiste en la
conception et le clonage du vecteur, la transduction des
ESCs, leur sélection et la création de chimeéres. La
seconde comprend les croisement des animaux dans le
but d'obtenir de multiples animaux ayant les traits
d’intérét. En revanche cloner les courts sgARN, vérifier
la spécificité de leur guidage, injecter le duo Cas9-
sgARN dans le zygote par microinjection et identifier
les animaux porteurs (mommés « fondateurs») est
relativement rapide *. Puisque les embryons peuvent
étre obtenus a partir de n‘importe quelle souche de
souris et que l'édition simultanée de multiples génes est
possible, les croisements et rétro-croisements pour
obtenir les lignées souhaitées sont inutiles dans le cas b.

4. GWAS et neuroscience

GWAS signifie Genome Wide Association Study, cette appellation définit des
expériences qui examinent des variations génétiques chez différents individus, sur
l'intégralité de leur génome, et les associent avec certains traits. Dans le cas des GWAS
appliqués a I'homme, ces études comparent 'ADN de participants ayant différents
phénotypes pour un trait ou une pathologie donnée. Les participants seront donc les
personnes malades ( les cas) et des individus similaire dépourvus de la pathologie (les
controéles). L'association de nouvelles approches: les iPSC (ou cellules souches
pluripotentes induites, des cellules pluripotentes créées par reprogrammation de
cellules différenciées adultes) et I'édition génomique par Cas9 vont étendre le champ de
cette technique. L'application en neuroscience constitue un exemple frappant.3?°

Combinés iPSC, CRISPR et GWAS vont constituer un cocktail capable d’approcher et
d’étudier in vitro les caractéristiques cellulaires et moléculaires associées aux troubles
neurologiques (Alzheimer ou Parkinson, par exemple). Cette nouvelle approche
possede plusieurs avantages, notamment le fait qu'une modification génétique peut étre
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étudiée dans différents contextes génétiques, les iPSCs conservant l'intégralité de
lI'information génétique des cellules de l'individu dont elles sont issues. Cela s'avere
important pour les pathologies neurologiques complexes, car chaque variant génétique
associé a ces maladies agit de concert avec de nombreux autres alleles. Un autre attrait
est le fait que ces cellules modifiées peuvent étre re-différenciées en n'importe quel type
cellulaire y-compris les neurones difficiles d’acces et pratiquement dépourvus d’activité
mitotiques.

Des modeles pathologiques basés sur les iPSCs ont été créés pour plusieurs pathologies
neurologiques, incluant la maladie de Parkinson, Alzheimer et Huntington 32235 _ IIs ont
montré qu'ils pouvaient se rapprocher des caractéristiques cellulaires et moléculaires de
ces pathologies. L’édition génomique appliquée a ces modeéles peut étre utilisée pour
réaliser des analyses a haut débit des liens unissant les voies de signalisations
impliquées dans la pathogeneése et ce que I'on nomme des risk variants. ( que 'on peut
traduire par gene de prédisposition, désigne un allele ou un haplotype pour lequel un
risque plus élevé d’existence de la maladie serait présent). L'induction par édition
génomique d'un phénotype ou sa correction, dans les cellules différenciées, pourrait
également permettre de valider des cibles thérapeutiques potentielles.

fig 53 : Applications de la Cas9 associées aux cellules iPSCs humaines 32°

a Identification de génes potentiellement associés a la pathogenése dans le cadre d’'une étude GWAS. 11
est difficile de réaliser des cultures primaires (cellules issues directement de tissus) de neurones. En
revanche des iPSCs dérivées de cellules somatiques (e.g. des fibroblastes) d’individus sains ou de patients
atteints de troubles neurologiques peuvent se différencier en neurones et étre cultivés in vitro. Les génes
associés aux pathologies peuvent étre examinés de deux maniéres différentes: la correction et
I'interrogation. Si la correction (exemple de gauche) site spécifique par HR et CRISPR du gene d'intérét
« secours »le phénotype pathologique (géne d’intérét B dans 'exemple), I'hypothese impliquant ce géne
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dans la pathogeneése est validée. L'interrogation (a droite) s’apparente au criblage, elle consiste a muter le
geéne d'intérét dans une cellule saine (a droite), dans le cas ou cela conduit au phénotype pathologique,
I'implication du géne est confirmée (cas du géne d’intérét b).

b La contribution de chaque élément génétique dans le cas de pathologies impliquant des variations
multigéniques telles que les maladies d’Alzheimer et Parkinson peut aussi étre évaluée en utilisant la
méthode CRISPR multiplex. Cette approche permettrait de dénouer les possibles synergies (comme
montré dans l'exemple avec les génes d'intéréts a et b ) et d’identifier les corrélations entre divers
phénotypes d’'une maladie et certains génotypes ou haplotypes.

VI PANORAMA

1.Introduction

Ce chapitre a pour but d’approfondir plusieurs themes évoqués précédemment :
— Le processus inventif et la propriété de la technique CRISPR-Cas9
— L’émergence d'un marché de I'édition génomique
— Larégulation de l'usage clinique de I'édition génomique

— Notre compréhension incomplete des mécanismes génétiques
2. Propriété de la technique CRISPR-Cas9

2.1 Introduction

Les spéculations pour le prix Nobel débutent chaque automne, lorsque I'agence
de presse Thomson Reuters publie ses prédictions pour le prix scientifique. En
automne 2016, I'outil CRISPR-CAS9 était parmi les grands favoris pour le prix Nobel de
Chimie 3%, 1] s’agit d'une nomination inhabituelle, tout d’abord car les publications les
plus citées n'ont que 3 ans, un claquement de doigt a ’échelle de la science, ensuite car
la technique est au centre d'un combat terrible concernant la propriété de son brevet.
Finalement en 2016, le prix fut décerné a Jean-Pierre Sauvage, James Fraser Stoddart et
Bernard L.Ferriga pour leur travaux sur la conception et la synthese de machines
moléculaires **. Thomson reuters base en partie ses prédictions sur le nombre de
citations qu'une publication déclenche, depuis 14 ans I'agence a correctement nommé 39
futurs lauréats. Par contre il est intéressant de remarquer que la récompense fut
décernée la méme année que la prédiction de 'agence a seulement 14 des nominés.

Pour CRISPR les publications les plus citées sont celles ' Emmanuelle Charpentier et
de Jennifer Doudna, respectivement au Max planck institute et a UC Berkeley. Un
troisieme candidat au titre est Feng Zhang, le biologiste moléculaire du Broad Institute
d’'Harvard et du MIT qui possede le brevet pour la technique CRISPR-Cas9 et déclare
étre parvenu a sa découverte de maniére indépendante. Les deux groupes et leurs
avocats spécialisés en propriété industrielle se livrent une longue et apre bataille pour
conserver la propriété de la découverte. L'enjeu commercial est majeur et leurs
compagnies rivales ont chacune déja enregistré des séries de brevets.
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2.2 Les découvertes multiples

Au dela des colossales sommes d’argent investies et des subtilités judiciaires,
attribuer le mérite d’'une grande découverte scientifique dépasse le simple choix entre
ces deux groupes rivaux. L'histoire des sciences est plus complexe, liée a la manieére
dont surgit la créativité et I'innovation. Il est fréquent que des groupes scientifiques
parviennent a la méme période a des découvertes similaires de maniére indépendante
ou non: ces événements sont appelés des Découvertes Multiples. Par exemple Isaac
Newton et Gottfried Leibniz se disputerent la primeur de la découverte du calcul
infinitésimal. Scheele, Priestley et Lavoisier déclarent chacun avoir « découvert »
I'oxygene de maniére indépendante entre 1771 et 1774. 328

fig.54 Trois modeles d’ampoules a incandescence parmi les 22 développés. Parmi ces modeles créés de
maniéres indépendantes par Edison, Swan et Maxim 3?° ¢’est le modéle d’Edison qui fut le plus largement
adopté, grice a sa conception et le fait qu'il faisait partie d'un systéme complet d’'éclairage, 'offre d’'Edison
comprenant entre autre une alimentation, un réseau électrique et un générateur.

La primeur n'a que peu de sens du point de vue de I'histoire des sciences. La recherche
étant une ceuvre collective et évolutive. L'invention du calcul infinitésimal par exemple
inclue une multitude d’innovations apportées par des auteurs variés. Comme le
sociologue des sciences Robert Merton le décrit, tous les domaines scientifiques sont
construits sur ce qu'il appelle une « base culturelle cumulative », c’est a dire que les
découvertes n‘apparaissent pas au hasard mais sont plutot des produits de leur temps.
Les scientifiques s'attardent donc sur les défis de leur siecle, en utilisant les outils de
leur époque, c’'est donc peu surprenant qu’ils parviennent indépendamment a des
observations proches.

Mais il ne peut cependant n'y avoir qu'un maximum de 3 personnes primées au Nobel
pour une méme découverte, et un brevet ne peut étre attribué qu’a un seul groupe
d’inventeurs.

2.3 Combat catégorie Poids Lourds : Patent Interference No. 106,048 33°

2.3.1 Contexte

Les composants du systeme CRISPR ne peuvent pas étre brevetés, la Cas9
est une protéine présente dans la nature et elle fait partie de la physiologie naturelle de
certaines bactéries. Mais ce systéeme n’est pas utilisable tel quel dans les cellules
eucaryotes pour servir d’outil biotechnologique. Ce qui est aujourd’hui breveté par le
Broad Institute, ce sont les ajustements apportés pour transposer et optimiser cette
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protéine et ses guides comme outil d’édition génomique, et c'est la propriété de ce
brevet qui est remise en cause.

Deux demandes de brevets pouvaient se voir attribuer la propriété des techniques
d’édition génomique basées sur 'utilisation de la Cas9 et de son guide ARN. La premiére
avait été déposée en Mai 2012 par Jennifer Doudna, UC Berkeley et 1'Université de
Vienne , la seconde en Décembre 2012 par Feng Zhang et le Broad Institute®'. Zhang et
son institution avaient réalisé des demandes dites « accélérées » moyennant un prix
légerement plus élevé de leur enregistrement (un supplément de 70$%). Un an plus tard
Jennifer Doudna recut un e-mail l'informant que Zhang, du Broad institute avait recu
l'attribution de brevets couvrant la technique d’édition génomique CRISPR-Cas9**. Cet
incident fut I'élément déclencheur de la bataille rangée opposant les deux institutions.
UC Berkeley, en conséquence soumis un « interference proceeding » a I'United States
Patent and Trademark Office ou USPTO.

2.3.2 Interférences

Dans l'histoire de la commercialisation de CRISPR-Cas9 un détail a son
importance : le timing. La législation américaine sur les brevets prévoyait que, dans le
cas d'un contentieux entre inventeurs, le premier a l'avoir inventé (first-to-invent) se
verrait attribué le brevet. Depuis Mars 2013, un systeme différent gouverne les brevets,
le « first-to-file », qui récompense le premier a déposer le dossier de demande de brevet.
Mais de nombreux brevets clefs pour CRISPR sont antérieurs a Mars 2013 et tombent
donc sous I'ancienne juridiction.

Le PTAB®?, patent trial and appeal board, a accepté la demande d'interférence de UC
Berkeley, une audition devant un jury d’expert aura donc lieu pour déterminer qui fut le
premier a inventer la technique utilisant la Cas9 et ses guides pour réaliser une édition
génomique chez l'eucaryote (En annexe 13 est présenté le texte exact décrivant l'objet de
linterférence ). Les deux institutions sont en train d’investir des sommes conséquentes
( plusieurs millions de dollars 32) pour défendre leur droit a détenir et licencier
I'invention. L’avantage semblait au départ étre pour 1'équipe de Doudna, désignée en
tant que Senior dans l'audience®. Le Broad institute est donc junior, cela signifie que
jusqu’a qu'ils prouvent le contraire, Doudna, Charpentier leur co-dépositaires seraient
potentiellement reconnus comme les pionniers de la technique d’édition génomique
CRISPR-Cas9. Mais de nombreux facteurs entrent en compte, le 6 décembre 2016 a eu
lieu l'audition préliminaire, premiere et unique occasion a laquelle les deux parties
pourront communiquer avec le juge avant que le jugement sur le brevet ne soit rendu.
Au centre des débats : I'indépendance des travaux réalisés l'intention inventive et le fait
que les chercheurs du Broad Institute aient été les premiers a publier leurs
expérimentations de la technique sur des cellules eucaryotes (suivis de pres par ceux
d’'UC Berkeley) 757,

Plusieurs chercheurs ayant suivi le débat estiment que le comité pourrait décider de
n'attribuer le brevet a aucun des partis et que les deux institutions pourraient « ressortir
de la procédure chacune avec quelquechose » 33°. Méme s'ils désignent un «vainqueur » il
ne pourrait étre que provisoire, les procédures d’appels sont nombreuses et complexes
et de nouveaux acteurs font leur apparition (I'Université de Vilnius avec Virginijus
SiksnyS 79)*. A I'image d’une autre interférence dans le domaine de la biotechnologie
soumise pour l'invention du vaccin HPV la décision pourrait donc prendre des années
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(pour le vaccin HPV le processus d'interférence s’était déroulé sur 6 années durant
lesquelles de multiples procédures d’appel avaient eu lieu) 83334,

* Durant la rédaction de cette thése le verdict de la procédure d'interférence a été rendu. Les juges de 'USPTO ont
conclu a I'absence d'interférence. Ce qui signifie que le brevet déposé par le Broad Institute est maintenu et que les deux inventions sont
considérées comme étant distinctes. Le Broad Institute détient donc un brevet relatif a l'utilisation de la technologie CRISPR-Cas9 chez
l'eucaryote, son application la plus lucrative. Mais des incertitudes demeurent : leur « rivaux » d’'UC. Berkeley soutiennent que leur
brevet serait, malgré cette décision, applicable a tous les types cellulaires. Si cette affirmation est juridiquement validée l'utilisation
commerciale de CRISPR-Cas9 chez l'eucaryote nécessitera au minimum deux licences, l'une avec le Broad Institute, l'autre avec
UC.Berkeley.**

2.3.3 Perspective : innovation et Cpfl

Fin 2015, Feng Zhang et ses collégues ont publié la découverte et 'usage
d’une nouvelle enzyme : Cpfl et ont déposé une demande de brevet couvrant son usage
biotechnologique en Janvier 2016 13233, Faisant partie du systeme CRISPR, Cpfl est une
alternative a la Cas9 dotée de plusieurs avantages : elle est plus petite, est dirigée vers
ses cibles par un unique ARN guide, a un PAM différent riche en T (5’ -TTN- 3') et
surtout, elle génere des bouts collants qui rendraient le transfert de géne de maniére
directionnelle possible. Elle a aussi un avantage non biologique de taille : elle n’entre pas
dans le cadre des précédents brevets et des disputes portant sur leur attribution.

L’attribution de brevets peut sembler contraire a la dynamique des découvertes
scientifiques comme illustré avec I'exemple des découvertes multiples. Malgré tout il est
intéressant de constater que leur existence force a I'innovation et, a la maniéere d’'Edison
et de son ampoule a incandescence, il se pourrait que sur le marché de l'édition
génomique l'invention la plus apte sera celle qui sera la plus adoptée.

3. Emergence d'un marché de I'édition génomique

Comme nous l'avons vu au fil des exemples abordés, les applications de I'édition
génomique et celle de CRISPR s’étendent a travers toute les industries qui touchent au
vivant. Danisco et ses yoghurts évoqués dans la premiére partie de cette thése était sans
doute parmi les pionniers d'une utilisation commerciale de CRISPR¥, mais d’autres
marchés ont rapidement émergés. (En annexe 14 est présenté un tableau illustrant l'intérét
industriel pour la technique CRISPR-Cas9 au travers des licences et brevets établis). Le marché de
I'agriculture en est un exemple, celui de la santé humaine aussi. CRISPR a déclenché un
renouveau de l'édition génomique dans le marché de la santé, avec des applications
théoriques en thérapie génique, thérapie cellulaire, immunothérapie, infectiologie et
récemment dans le domaine des diagnostics des maladies infectieuses 24737, Tl est
difficile de prévoir la valeur de ce marché naissant et la place qu’aura la technique
CRISPR-Cas9 dans celui-ci. Mais le marché des nouveaux outils d’édition génomique
est en pleine expansion comme en témoigne les investissements initiaux dans les
compagnies pionniéres Caribou (11 millions de $ dont 2.9 provenant de Novartis ),
Editas (43 millions de $), CRISPR Therapeutics (89 millions de $) et Intellia (15 millions
$)>*°. Depuis début 2013, les entreprises basées sur la technologies CRISPR-Cas9 ont
récolté plus d'1 Milliards de dollars en capital-risque et sur le marché public 3%°. L'intérét
commercial de la technique n’a pas échappé aux grandes entreprises pharmaceutiques.
Novartis, Pfizer, Bayer, et Astrazeneca ont développés des partenariats et contracté des
accords de licences avec ces entreprises. De maniere prophylactique, leur engagement
se fait souvent avec des compagnies rivales, une forme d’assurance par rapport aux
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jugements portant sur la propriété et 'étendue des brevets.

Le dernier marché est celui des outils de recherche, Sigma-Aldrich a d’ores et déja établi
des licences dans le but de distribuer des outils destinés a la création de plantes
modifiées, de modeles animaux, de création de lignées cellulaires sur mesure et de
criblage génétique 3. C’est peut étre celui-ci qui connaitra le développement le plus
florissant dans les années a venir, avant que les connaissances nécessaires soient
accumulées pour éviter les risques et surmonter les limites inhérentes a l'édition
génomique dans le cadre des deux domaines précédents.

4. émergence de réflexions sur l'usage clinique de I'édition génomique

4.1 Introduction

1975. Le contexte de guerre froide, du scandale du Watergate, et le fait que
certains des premiers généticiens/biologistes moléculaires aient participé au projet
Manhattan, font redouter a la communauté scientifique que le génie génétique ne serve
un jour a concevoir de nouvelles armes. En réponse a ces craintes la conférence
d’Asilomar fut organisée’*. Elle avait pour but d’établir ce qu'impliquait notre capacité
a décrypter et réorganiser les genes. La conférence californienne réunissait 150
scientifiques internationaux pour discuter du moratoire sur une technique capable de
grandes avancées médicales, mais soulevant également de nombreuses questions
éthiques. Les scientifiques conclurent a une absence de moratoire, mais avec mise en
place de limites, des conditions de précaution et de sécurité renforcées. Bien qu’elle ne
prenait pas en compte les aspects économiques et environnementaux, rassemblait des
participants peu diversifiés et n’apportait que les ébauches d'un cadre réglementaire,
son influence est encore présente dans notre maniére d’encadrer le génie génétique.
Voici un extrait de leurs conclusions :

V. CONCLUSTONS

We believe that considerable benelits are likely to result from experi-
ments involving the genetic alteration of microorganisms. The range of
possible benefits extends from the usz of thesa techniques to add to our
knowledge of basic biological phenomena, to possible practical applica-
tions in the areas of agriculture and medicine.

We believe also that a scale of risks exists in the construction of
genetically altered microorganisms, and we are uncomfortable about our
inability to assess precisely the extent of such risks for many types of
experiments. However, we believe that the contaimment procedures described
in this proposal will reduce any risk to laboratory workers and to the
environment to a level that is acceptably low and which will allow inves-
tigators to carry out research in this area. Ve believe that certain
experiments should presently not be carried out under any circumstances
(i.e. Class VI), but that most experiments can be done if containment
facilities appropriate to the risk are utilized.

fig.55 Extrait des conclusions des Guidelines ébauchées a Asilomar en 1975, I'intégralité est présenté en
Annexe 15.

4.2 Une discussion globale

Nous sommes a un moment similaire, une accélération du génie génétique, qui
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met a notre portée des possibilités dont I'implication sociale et éthique doit étre
évaluée. Rappelant celui d’Asilomar le Comittee for the International Summit on Human
Gene Editing a été organisé au début du mois de Décembre 2015 a Washington a
l'initiative de la National Academy of Science américaine, I'européenne Royal Society et
I'académie scientifique chinoise **. Parmi les 500 participants on retrouve les membres
fondateurs du comité d’Asilomar, et des scientifiques évoqués au cours des chapitres
précédents dont: Jennifer Doudna, Emmanuelle Charpentier, Feng Zhang, George
Church, Jin soo Kim, ou encore le directeur de l'institut de biomédecine et santé de
Guangzhou ( ou les premieres recherches académiques sur I'embryon humain ont été
réalisées). Ils rassemblent leurs conclusions dans un communiqué en 4 points3*2 ils sont
présentés (traduits en francais) a la page suivante 342,

1 Au sujet des recherches fondamentales et précliniques . La nécessité de telles recherches dans
un cadre légal et soumises a une réflexion éthique est évidente. Ces recherches auront pour but
d’évaluer le rapport bénéfice/risque d’éventuelles applications cliniques et de mieux
comprendre la biologie des embryons humains et cellules germinales. Si pendant ces processus
de recherches un embryon ou une cellules germinale humaine était éditée, la cellule modifiée ne
devrait pas aboutir a une grossesse.

2. Au sujet de l'usage clinique des cellules somatiques. Le comité souligne le besoin de
comprendre les risques, tels que I'édition imprécise, et les potentiels bénéfices de chaque
modification génétique proposées. Etant donné que l'usage clinique de ces modifications
n’affecteraient que les individus traités, elles peuvent étre évaluées de maniere appropriée par le
systeme réglementaire actuel qui sera emmené a évoluer. Ces mémes régulateurs peuvent
approuver les essais cliniques et 'usage de ces thérapies en prenant en compte le rapport entre
leur bénéfices et risques

3. Au sujet de l'usage clinique des cellules germinales. L’édition des cellules germinales
souléve de nombreux problémes : a le risque d’édition imprécise (telles que les mutations hors-
cibles) et I'édition incompléte de cellules a un stade embryonnaire précoce (déclenchant un
mosaicisme cellulaire) ;b la difficulté de prédire les effets délétéres qu'une modification
génétique peut engendrer soumise aux multiples circonstances que connait la population
humaine, par exemple l'interaction avec d’'autre variants génétiques et l'environnement; ¢
L’obligation d’envisager les implications a la fois pour l'individu traité mais aussi pour les
générations futures qui porterons ces altérations génétiques ; d le fait qu'une fois introduite
dans la population humaine, il sera difficile d'y retirer la modification apportée, celle-ci ne
connaitra pas de frontiére nationales; e la possibilité quune «amélioration génétique »
permanente apportée a une fraction de la population puisse exacerber des inégalités sociales ou
puisse étre utilisée de maniére cohercitive ; f les considérations éthiques et morales liées au fait
d’altérer volontairement I'évolution humaine en utilisant la technologie. 1l serait irresponsable
de procéder a toute utilisation clinique de 1’édition de la lignée germinale a4 moins que (i) les
problemes pertinents en matiére d'innocuité et d’efficacité n'aient été résolus, basés sur une
compréhension et une évaluation appropriée des risques, des avantages potentiels et des
alternatives; (ii) Un vaste consensus social au sujet de la pertinence de l'application proposée
n‘ait été établi. De plus, toute utilisation clinique ne devrait se faire que sous la surveillance
réglementaire appropriée. A I'heure actuelle, ces critéres n‘ont pas été rassemblés pour toute
utilisation clinique proposées : les questions de sécurité n‘ont pas encore été suffisamment
explorées; Les cas qui apporteraient un bénéfice conséquent sont limités; Et de nombreux pays
ont des interdictions législatives ou réglementaires de la modification de la lignée germinale.
Cependant, au fur et a mesure que les connaissances scientifiques évoluent et que les opinions
de la société évoluent, l'utilisation clinique de I'édition de la lignée germinale devrait étre
réévaluée régulierement.
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4. Le besoin d'un « Forum Continu ».

Alors que chaque nation posséde 'autorité de réguler les activités placées sous sa juridiction, le
génome humain est partagé par tous les hommes, quelque soit leurs nations. Le comité estime
que la communauté internationale devrait s’efforcer d’harmoniser les régulations, dans le but de
décourager des activités inacceptables tout en permettant ’avancée de la santé et du bien-étre
humain .

Ce forum devrait étre inclusif, s'étendant entre les nations et englobant plusieurs perspectives et
expertises. Incluant entre autres des scientifiques biomédicaux, sociaux, des acteurs de santé,
des patients et leur familles, des invalides, des responsables politiques, des régulateurs, des
investisseurs, des chefs spirituels, des défenseurs de l'intérét public, des représentants
industriels et des membres du public.

4.3 Perspective et approche culturelle

Une telle réunion est un témoignage des progres réalisés et de la maniere dont
I'édition génomique est intimement liée a la société. En 1975 c’était un groupe composé
principalement de scientifiques américains qui se réunissait a Asilomar, et qui ébauchait
les lignes directrices qui encadreraient les recherches portant sur 'ADN recombinant.
Quarante ans plus tard, c'est un groupe 4a l'expertise diverse, international et
multiculturel qui s’est rassemblé pour conclure a une recommandation. Celle de ne pas
stopper les recherches portant sur 1’édition génomique humaine, et de s’abstenir
d’appliquer la technique aux cellules embryonnaires humaines a des fins reproductives.

Les spécialistes en éthiques ont longtemps considérés les implications liées a la
modification de la lignée germinale chez I'homme. Pendant des années ces inquiétudes
n’'étaient que théoriques, jusqu'aux récentes avancées dans le domaine de I'édition
génomique®®, L'outil CRISPR-Cas9 n'est que le premier des outils d’édition génomique
dont l'usage simple ne demande que peu d'investissements. Les inquiétudes portant sur
les lieux ou la juridiction est plus laxistes sont grandes. Les récents débats esperent que
les scientifiques éviteront toutes tentatives de modification du génome de la lignée
germinale dans les zones moins régulées, tant que les implications techniques et
morales de telles expériences ne sont pas collectivement considérées. Bien qu'un tel
moratoire sera difficile a appliquer et peut sembler incapable d’exercer une influence
globale, on peut voir un espoir dans le précédent d’Asilomar qui avait freiné l'utilisation
de 'ADN recombinant tant que sa régulation n’était pas établie.

Au sujet de la recherche fondamentale portant sur les cellules embryonnaires humaines,
a présent, 4 nations (Suede, Royaume-uni, Japon et Chine) ont approuvé I'application de
la technique CRISPR-Cas9 a ces expériences #3344, Le cadre de ces recherches est strict,
les zygotes modifiés ne doivent en aucun cas étre capables d’aboutir a la naissance d'un
individu. De telles applications de I'édition génomique permettront de mieux
comprendre les mécanismes complexes du développement embryonnaire®*.L’aspect
culturel a également une importance capitale, les réactions qu’avaient suscité la
premiére utilisation embryonnaire de la technique CRISPR-Cas I'ont montré. Ce n’est
pas un hasard si la premiére modification embryonnaire a eu lieu en Chine et si elle a
suscité autant de réactions, y compris dans la communauté scientifique. Contrairement
a l'influence judéo-chrétienne, la pensée confucéenne considere que 'homme n’est une
« personne » qu’apres sa « naissance » ; la régulation chinoise autorise I'expérimentation
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seulement sur les embryons de moins de 14 jours.!

5. Au sujet de notre compréhension des mécanismes génétiques

5.1 Introduction

L’'approche scientifique moderne repose grandement sur l'assimilation des
organismes a des machines, métaphore débutée par Descartes en 1635. les genes sont
souvent considérés comme des « plans » et '’ADN comme une « information »,

Le premier séquencage génétique complet eut lieu a 'université de Ghent en 1972, celui
d’'un gene codant une protéine de la capside du bactériophage MS234. Il y a 40 ans, la
génétique était un domaine nouveau, a ce moment la les genes étaient considérés a eux
seuls comme la clef des mécanismes naturels. Puis des imperfections dans notre
compréhension sont apparues: l'importance de l'environnement, du contexte et de
I'agencement de ces genes. Aujourd’hui nous commencons a peine a entrevoir les
complexes interactions entre les génes, leur environnement et leur écosystéme.

Le message central de l'oeuvre de Richard Lewontin, ancien titulaire de la chaire de
biologie de l'université d'Harvard, est que nous ne parviendrons pas a comprendre le
vivant tant que nous penserons aux genes, aux organismes et a I'environnement comme
des entités séparées. 3*’

« Le gene, en réalité, définit des potentialités que les infinies variations des conditions -
internes et externes - des organismes réaliseront ou non. Un organisme ne se développe
donc pas a partir du programme génétique : il est faconné par quantité de phénomenes
aléatoires. L’environnement, par exemple, qui n’est pas une sorte de toile de fond
immuable sur laquelle s’agitent les organismes, mais qui participe pleinement au
développement de chacun d’eux » 3%

Au schéma classique geéne/organisme Lewontin suggere de substituer la triade
« géne/organisme/environnement » plus complexe mais beaucoup plus riche de
perspectives nouvelles. Nous devons considérer le fait que les systemes biologiques sont
caractérisés par une immense hétérogénéité interne, physique et chimique. Ils subissent
des échanges dynamiques intenses entre les différents processus internes qui les
animent mais aussi avec le monde extérieur.

5.2 Exemple du lien géne/organisme/environnement

Pendant la transcription, le code ADN est copié dans un ARN, I’ARN messager
entre ensuite dans le processus de production des protéines. La séquence nucléotidique
précise qui constitue ce message influence la vitesse avec laquelle chaque petits bouts
seront traduits en portion de séquences d’acides-aminés pendant la construction des
protéines. Ces variations de vitesses influencent le repliement de la protéine au fur et a

139



mesure qu'elle est produite. Le repliement protéique dépend aussi de 'environnement
cellulaire. L'insuline humaine par exemple est aujourd’hui produite par des bactéries
recombinantes qui contiennent le gene humain de l'insuline. Quand le géne humain a
été introduit pour la premiére fois dans les bactéries, la protéine produite était
dépourvue d’activité physiologique, bien que sa séquence en acide-aminé restait
identique. Il s’avéra qu’elle était repliée de manieére incorrecte par la cellule bactérienne,
un probléeme qui fut résolu en adaptant le milieu de culture.

5.3 Au sujet de I'édition génomique et des maladies multigéniques.

L’évolution du domaine de 1'édition génomique passera par la prise en compte
des limites de notre propre compréhension. Contrairement aux rares maladies causées
par un changement qui ne touche qu'un seul géne, des pathologies communes comme le
cancer ou le diabéte sont liées a une multitude de variations génétiques différentes pour
chaque patient. Deux hypotheses encadrent ces facteurs de risque génétiques :

L’hypothese du CDCV : Common disease / Common Variant : c’est a dire des variations
courantes qui favorisent l'apparition d'une pathologie courante et celle du CDRV :
Common Disease / Rare Variants : des multitudes de variantions peu fréquentes qui
associées participent a 'apparition de pathologies courantes34?

Une approche curative basée sur 1'édition génomique nécessitera d’appréhender la
complexité de leur pathogenese. Elle est liée a des variations génétiques portées par de
multiples locus, chacune de ces variations ayant un faible effet mais collectivement et
associées a l'interaction avec l'environnement, elles aboutissent au développement
pathologique.

5.4 Au sujet de I'édition génomique et des avancées futures

La recherche utilise les outils a sa disposition, avec comme facteur le temps et
les ressources financieres. La création de nouvelles techniques expérimentales est en
partie liée aux questions qui animent la communauté scientifique et il y a souvent un
lien intime entre méthode et problématiques. L'invention du séquencage automatique
de I'ADN était une réponse a la demande croissante de séquences génétiques, la
disponibilité de ces machines et la facilité avec laquelle 'ADN a pu étre séquencé a
déclenché une multitudes de travaux portant sur I'étude de ces séquences. 3%

Les progres futurs de la biologie ne dépendront peut étre pas de la découverte de
concepts révolutionnaires, mais plutot de l'existence de nouvelles méthodes
d’exploration du vivant, dont le cott et la simplicité correspondront a nos ressources. Si
notre compréhension des mécanismes génétiques est une limite a I'application actuelle
de I'édition génomique, ces mémes techniques pourraient servir a sonder le vivant en
quéte de réponses. La véritable révolution CRISPR pourrait étre celle de la recherche.
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CONCLUSION

Dans le tout premier chapitre, la premiére citation est la suivante :

« Aujourd’hui I'édition génomique ressemble a une découpe au scalpel, dans les années
1960s par comparaison, ils tapaient sur les genes da coups de marteau » 7

Mais il est probable que dans quelques années, a la relecture de cette these, j'esquisse un
sourire amusé en me rendant compte a quel point les techniques que j'y ai décrites sont
devenues obsoletes. Et il est aussi possible que les concepts biotechnologiques actuels
apparaissent aussi archaiques que le bombardement radioactif des plantes pratiqué dans
les années 1960s pour introduire des modifications génétiques. Toujours est-il que
CRISPR-Cas9 comme ces radiations constituent chacun, a leur période respective, de
formidables outils d’exploration scientifique.

En ce qui concerne l'usage thérapeutique (maladies monogénétiques, latence virale,
immunomodulation anticancéreuse), de prometteuses preuves de concepts sont
réalisées. Face aux alternatives 1'édition génomique ne sera pas toujours la solution la
plus adapté ou la plus accessibles, mais parfois elle laisse entrevoir des possibilités de
thérapies futures pour des pathologies que nous pensions incurables. Elles montrent les
limites de l'outil (effets hors-cible orientant la technique vers une approche ex vivo)
mais il se pourrait que dans certain cas l'urgence fasse passer les bénéfices devant nos
incertitudes ( e.g. antibiothérapie ).

Comme nous l'avons vu au cours des chapitres précédents, la science est parfois une
puissance amorale, c’est a la société de lui conférer cette dimension. CRISPR fait partie
de ces outils dont l'usage est capable de redéfinir notre place au sein de la nature (e.g.
génétique dirigée), notre définition de celle-ci ( e.g usage agronomique) ou méme notre
propre évolution (e.g. édition embryonnaire). Le role que doit occuper la société dans le
développement de 1'édition génomique est multiple, il comprend sa régulation, sa
gouvernance et donc la définition de son usage. L’édition génomique est une
technologie naissante, mais elle évolue a un rythme effréné, dans un monde globalisé et
multiculturel, les discussions internationales et multidisciplinaires autour de ces
themes ont donc une importance majeure, celles-ci ont commencé a se structurer.
Comme pour I'application thérapeutique le principe de précaution aura toujours autant
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d'importance.

Si l'usage des CRISPR montre les limites de notre compréhension il nous permet aussi
de l'approfondir (e.g animaux modéles, génomique fonctionnelle). C’est un catalyseur, il
réduit la quantité de temps et de ressources nécessaires et son ‘usage en recherche
fondamentale sera peut étre le déclic requis pour permettre son évolution en tant que
solution thérapeutique.

Dans un monde ou chaque centimetres de terre semble avoir été cartographié, le frisson
des grandes découvertes pourrait bien se situer dans I'infiniment petit.
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Annexe 1:

Site reconnu

Spécificité

Contraintes

Facilité de
conception

Immunogenicité

Facilité de
délivrance aux
cellules ex vivo

Facilité de
délivrance in vivo

Utilisation
possible en
multiplex

Zinc Finger
Nuclease

9 a18pdb par
monomeéres, 18 4 36
pbp par paire de
ZFN

Small number of
positional
mismatches
tolerated

Difficulté a cibler
des séquences non
richesen G

Difficile, peut
nécessiter de
considérables efforts

Probablement faible,
Les Zfs étand basé
sur une structure de
protéine humaine.
Les domaines Fokl
dérivé de bactéries
pourraient étre
imunogeénes

ANNEXES

TALENSs

14 2 20pdb par
monomeéres, 28 a 40
pbp par paire de
TALEN

Small number of
positional
mismatches
tolerated

Labase en 5’ de la
cible doit étre unT
pour chaque
monomere

Modéré, nécessite
des méthodes
complexes de
clonage

Inconnus, protéines
dérivées de
Xanthamonas sp.

Cas9

22pbp (20bp
séquence guide +
2pbp sequence
PAM pour S.
pyognes Cas9);
jusqu’a 44 pbp par
double nicking
Positional and
multiple
consecutive
mismatches
tolerated

La séquence cible
doit précéder un
PAM

Facile, désigner une
nouvelle cible
nécessite seulement
des techniques
standard de clonage
et une synthese
d’oligonucleotides

Inconnu, protéines
dérivées de diverses
especes
bactériennes

Meganuclease

entre 14 et 40 bp

Small number of
positional
mismatches
tolerated

Cibler de nouvelles
séquences entraine
une faible efficacité

Difficile, peut
nécessiter de
considérables efforts

Inconnu, les
meganucleases
peuvent provenir de
multiples
organismes dont des
eucaryotes

Relativement facile par des méthodes telles que 1'électroporation ou la transduction virale

Relativement facile
gréice ala faible
taille des cassettes
d’expression ZFN
permettant
l'utilisation de
divers vecteurs
viraux

Faible

Difficile a cause de
la taille importante
de chaque TALEN et
de la nature
répétitive de 'ADN
codant les TALENs
qui entréine des
évenements
recombinatifs non
souhaités lorsqu'il
est emballé dans des
vecteurs lentiviraux

Faible

Modéré, la spCas9
communément
utilisée a une taille
élevée ce qui peut
causer des
problémes de
vectorisation virale,
mais de plus petits
orthologues
existent.

Elevée

propriétés comparées des méthodes d’édition génomiques?*

Relativement facile
gréce ala faible taille
des méganucléases
ce qui permet
l'utilisation de divers
vecteurs viraux

Faible
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Annexe 2 :

Similitudes entre les séquences spacers de locus CRISPR de certaines souches d’Escherichia coli et des
séquences du phage P1

Annexe 3:

Position des locus CRISPR et des spacers homologues au sein du génome de Y.pestis
CO092. La position des trois locus CRISPRs sont indiqués en kb. Sont aussi indiquées :
I'origine de réplication (ORI) de terminaison (Ter). Les genes de chaque coté du locus
CRISPR YPI1 et leur positions exactes sont indiquées au bas de la figure.?
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Annexe 4 :

Premiére preuve d'immunité acquise via Crispr 2

Locus CRISPR de Streptococcus thermophilus, mise en évidence de I'acquisition de nouveaux spacers chez les mutants
résistants aux phages. Le locus CRISPR de la bactérie sauvage (WT) est représenté en haut. La région repeat-spacer
WT représentée contiens : des segments répétés (symbolisés par des diamants noirs), les spacers (rectangles gris
numérotés), une séquence leader (lettre L encadrée) et des répétitions terminales ( diamant noir contenant la lettre
T). En bas a gauche, les spacers présents chez les espéces résistantes sont détaillées, les nouveaux spacers sont
représentés par les rectangles blancs numérotés de S1 a S14. En bas a droite la sensibilité de chaque souche ( mesurée
par EOP ou efficiency of plaquing, c’est a dire le ratio entre souches mutantes et sauvages comptées) aux phages 858 et
2972 est représentée sous la forme d'un histogramme.

Annexe 5:

Modele de maturation du crARN impliquant le tracARN, la Rnase III et Csnl (=Cas9)

En noir : répétitions; en vert : spacers. Le tracrARN peut se lier avec une complémentarité quasi parfaite a
chacune des séquences repeat du pre-crARN. Cela aboutit a la formation d'un duplex d’ARN qui pourra
alors étre découpé par la Rnaselll en présence de la protéine Cas9. En découle la libération de séquences
repeat-spacer-repeat ( répétition-espaceur-répétition) individualisées. Ces éléments subissent alors de
nouvelles modifications au niveau de la séquence spacer pour aboutir au crARN mature. Cet ARN mat(iré
est constitué d'une séquence ne contenant qu’'un seul exemplaire de répétition et d’espaceur. ¥
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Annexe 6 :

A CRISPR locus:
CRISPR
Tepeats

ce 0 I B
i

B Spacer integration:

Al
Asd

€ Structure of a CRISPR repeat:

o
a
'

Annnnan®y
sa00ana

oan
Banananny

mécanisme d’acquisition des fragments spacer®*® A. les répétitions ou CRISPR (en vert)
alternent avec les spacers (en dégradé de gris) de longueur similaire mais de séquences
différentes. B intégration du protospacer par un mécanisme dit a double extrémité.
Cela aboutit a la duplication de la répétition. C. séquence et structure cruciforme
supposée du repeat CRISPR de 28nts chez Escherichia coli.

Annexe 7

Classifications fonctionnelle systemes des protéines Cas en 2011
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Annexe 8 :

Détail du site de liaison au PAM chez la spCas9

Le duplex PAM se lie au sillon chargé positivement au niveau du domaine C terminal.

a. Vue rapprochée du site de liaison au PAM De la protéine Cas9. Les acides nucléiques sont représentés
sous formes de battonets et sont représentés recouvert d'une carte de densité electronique aplatie
(maillage gris, deviation standard : 10).

b. Site de liaison au PAM, la surface moléculaire de Cas9 est colorée en fonction de son potentiel
electrostatique. 7

Annexe 9 :

Dissémination des antibiotiques et de la résistance aux antibiotiques a travers le secteur agricole, les
hopitaux, le circuit de traitement des eaux usées, le réseau communautaire et les environnements
associés.
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ANNEXE 10:

exemple de plasmide ciblant ndm 1 utilisé dans les expériences de I'équipe de Citorik?
Le plasmide permet d’exprimer : la protéine Cas9, le tracrARN et un guide ARN ciblant le géne NMD-1. 1l
contiens une origine de réplication pBBR1 et une séquence de résistance au chloramphenicol.

Annexe 11 :

Mode d’action et résistances aux antibiotiques communs 2?2
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Annexe 12 : communication entre 'Office of Agricultural Affairs et la Direction Générale de Santé a la
commission Européenne au sujet des New Plants Breeding Techniques
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Annexe 13 :

« A method, in a eukaryotic cell, of cleaving or editing a target DNA molecule or modulating transcription of
at least one gene encoded thereon, the method comprising:
contacting, in a eukaryotic cell, a target DNA molecule having a target sequence with an engineered and/or
non-naturally-occurring Type II Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)-
CRISPR associated (Cas) (CRISPR-Cas) system comprising:
a) a DNA-targeting RNA comprising
i) a targeter-RNA or guide sequence that hybridizes with the target sequence, and
i) an activator-RNA or tracr sequence that hybridizes with the targeter-RNA to form a double-stranded
RNA duplex of a protein-binding segment, and
b) a Cas9 protein,
wherein the DNA-targeting RNA forms a complex with the Cas9 protein, thereby targeting the Cas9
protein to the target DNA molecule, whereby said target DNA molecule is cleaved or edited or transcription
of at least one gene encoded by the target DNA molecule is modulated »

Description de I'objet de la demande d’'interférence No. 106,048 (DK) opposant UC Berkeley et le Broad
Institute pour la propriété du premier brevet englobant la technique CRISPR-Cas9 32

Annexe 14:

CRISPR-Cas9 : Propriété intellectuelle, licences et industrie *
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Annexe 15 : Conclusion des Guidelines de la conférence d’Asilomar 3%

V. CONCLUSTIONS

We believe that considerable beneflits are likely to result from experi-
ments involving the genetic alteration of microorganisms. The rangs of
possible benefits extends from the use of thesz techniques to add to our
knowledge of basic biological phenomena, to possible practical applica-
tions in the areas of agriculture and medicine.

We believe also that a scale of risks exists in the construction of
genetically altered microorganisms, and we are uncomfortable about our
inability to assess precisely the extent of such risks for many types of
experiments. However, we believe that the containment procedures described
in this proposal will reduce any risk to laboratory workers and to the
environment to a level that is acceptably low and which will allow inves-
tigators to carry out research in this area. We believe that certain
experiments should presently not be carried out under any circumstances
(i.e. Class VI), but that most experiments can be done if containment
facilities appropriate to the risk are utilized.

We recommend that specific steps be taken as soon as possible to
develop cloning vehicle-host systems which will further reduce biohazard
potential, will minimize the necessity of elaborate containment facilities,
and will obviate judgements which must necessarily be based on little or no
data at the present time. Specifically, we recommend that special sponsored
programs be instituted immediately for the development and testing of such
systems., We recommend also the prompt establishment of experimental pro-
grams intended to evaluate more fully the potential hazards that may be
involved in the genetic alteration of microorganisms.

We believe that perhaps the greatest potential for biohazards involving
genetic alteration of micrcorganisms relates to possible military applica-
tions. We believe strongly that construction of genetically altered micro-
organisms for any military purpose should be expressly prohibited by inter-
national treaty, and we urge that such prohibition be agreed upon as
expeditiously as possible.

Other recommendations for implementation of the guidelines proposed
in this report are contained in Section IV.
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associée a un ARN guide sera capable de cibler et cliver n'importe quel acide nucléique de maniére spécifique.
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