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> Une technologie récente, appelée CRISPR, déri-
vée du systéme immunitaire de bactéries, utilise
une nucléase Cas9 et un ARN guide complémen-
taire a une séquence de 20 nucléotides d’un gene
pour induire des cassures double brin dans I’ADN.
Cela permet de modifier spécifiquement le gene
ciblé dans des cellules de plantes, d’animaux et
d’humains. Des variantes de la technique per-
mettent également de réduire ou d’augmenter
I’expression d’un géne choisi. Cette technologie
peut donc étre utilisée non seulement pour per-
mettre de comprendre le role d’un géne, mais
aussi de développer des thérapies pour des mala-
dies héréditaires et acquises. <

Les technologies de modification du génome évo-
luent rapidement. Il y a quelques années encore, les
nucléases & doigts de zinc (en anglais zinc finger
nucleases, ZFN) étaient la seule option & la disposition
des chercheurs voulant modifier un génome. A la fin
de 2011, une nouvelle méthode de modification des
geénes, celle des TAL effector nucleases (TALEN) [45],
a été découverte. Elle a été sélectionnée par la revue
Nature Methods comme la « Méthode de I"année ».
Cette nouvelle technologie permettait de cibler des
séquences de nucléotides plus facilement qu’avec des
nucléases a doigts de zinc [46]. Dés janvier 2013, une
autre méthode a cependant émergé a partir de travaux
indépendants de plusieurs groupes de recherche. Cette
nouvelle méthode (désignée sous le nom CRISPR, clus-
tered regularly interspaced short palindromic repeats)
utilisait une nucléase appelée Cas9 (CRISPR-associated
protein 9) pour couper I’ADN et permettre I’édition du
génome! [47]. Les trois types de nucléases partagent
le méme mécanisme d’action : elles clivent ’ADN
chromosomique de maniére spécifique (Figure 1) en
déclenchant les systemes endogenes de réparation de
I’ADN introduisant une modification génomique ciblée.

! De I’anglais genome editing, « réécriture du matériel génétique ».
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Chaque nucléase posséde toutefois des caractéris-
tiques uniques [49, 501 (=»).
Les trois méthodes offrent la capacité aux cher-

(=) Voir la Nouvelle
de R. Gaudin et la
Chronique génomique
de B. Jordan,

pages 959 et 1035
de ce numéro

cheurs de modifier le génome des plantes, des ani-
maux et méme celui des cellules humaines [1]. La
technologie CRISPR peut étre utilisée en biotech-
nologie, pour la recherche biomédicale et pour des applications thé-
rapeutiques. €lle permet de modifier de fagon spécifique la séquence
des nucléotides d’un géne, ou d’un élément non codant (comme un
microARN), pour les rendre non fonctionnel. Elle permet également
d’éliminer ou d’introduire de un a plusieurs milliers de nucléotides
afin de corriger une mutation responsable de maladie héréditaire. Les
modifications apportées peuvent également conduire a identifier la
fonction d’un géne qui est alors rendu non fonctionnel, et a évaluer les
conséquences phénotypiques de mutations induites dans des cellules
ou des organismes entiers [48].

Survol du systéme CRISPR

Le systéme CRISPR utilise un ARN guide (ARNg) constitué d’une
séquence constante de 42 nucléotides et d’une séquence variable
de 20 nucléotides complémentaires d’une séquence choisie d’ADN
(Figure 24). Ce systéme est, a 'origine, présent chez les bactéries
qui P'utilisent pour dégrader des séquences d’ADN non autologues
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Figure 1. Principes de I’édition du génome a ’aide de nucléases. Plusieurs sortes d’endonucléases (méganucléases, nucléases a doigts de zinc,
nucléases TAL effecteur et la combinaison d’un ARN guide et d’une Cas9) peuvent étre congues et produites par des méthodes de biologie molé-
culaire pour cibler une séquence choisie d’ADN afin d’y induire des coupures touchant les deux brins. Ces coupures peuvent étre réparées soit
par recombinaison non-homologue (A), soit par recombinaison homologue (B). Pour la recombinaison homologue, la présence d’une séquence
d’ADN donneur est nécessaire. Cet ADN donneur doit contenir des séquences de nucléotides homologues (en rouge et bleu) a celles qui précédent
et suivent le site de coupure. Dans le schéma ces séquences sont courtes mais elles peuvent contenir jusqu’a 500 nucléotides. Entre les deux
séquences homologues, I’ADN donneur peut contenir une séquence de nucléotides (en vert) plus ou moins longue qui permet de modifier quelques
nucléotides du géne ciblé, d’y introduire un ou plusieurs exons manquants, ou méme d’introduire un géne complet. La recombinaison non-homo-
logue induit une réparation moins précise qui peut résulter soit en une micro-délétion, soit en une micro-insertion (en jaune) d’un nombre variable
de nucléotides. Ces micro-insertions ou micro-délétions, si elles ne sont pas des multiples de trois nucléotides, changent le cadre de lecture du

geéne résultant soit en un géne non fonctionnel soit dans le rétablissement d’un géne fonctionnel lorsque le géne ciblé ne I’était pas.

provenant de plasmides ou de virus. C’est donc une sorte de systeme et les insérent dans leur propre génome. Ces séquences
« immunitaire » bactérien qui leur permet de se protéger contre les sont transcrites en ARN pré-CRISPR (pre-crRNA) et trai-
infections virales [2]. A cette fin, les bactéries et les archées cap- tées pour donner naissance & un crARN (CRISPR-ARN).
turent de petits fragments d’ADN d’environ 30 paires de bases (appelés Il existe trois types de systéme CRISPR qui ciblent I’ARN
protospacers) provenant des phages ou des plasmides envahisseurs, ou I’ADN exogénes. Nous n’aborderons dans cette revue
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Figure 2. Représentation du systéme CRISPR/Cas9. A. Pour couper un geéne avec la méthode CRISPR, il faut un ARN guide (ARNg) (noir et marron)

complémentaire a une séquence de 17 a 20 nucléotides du gene ciblé. La seule restriction est que cette séquence doit étre suivie par une séquence

NGG ou NGA (appelée un PAM). ’ARNg forme un complexe avec I’ADN et la nucléase Cas9 (en bleu). La coupure par la nucléase se fait exactement

trois nucléotides avant le PAM. Les lignes pointillées relient les séquences de nucléotides qui sont les mémes avant et apreés la coupure. B. Pour

éviter de couper des séquences d’ADN similaires a celle qui est ciblée, il est possible d’utiliser une nucléase Cas9 non-fonctionnelle (dCas9) qui est

fusionnée avec la nucléase Fokl. La nucléase Fokl doit former un dimere pour couper I’ADN. Ce dimere ne peut étre formé que si deux ARNg ciblent

des séquences de nucléotides séparées de 13 a 17 nucléotides.

que le systeme de type Il qui est le plus utilisé pour I"édition de génes
a des fins thérapeutiques.

Le systeme CRISPR de type I est composé de trois éléments : (1) le crARN
qui est composé d’un ARN provenant de la transcription de I’ADN sauve-
gardé dans la matrice CRISPR et d’une partie d’une répétition ; (2) un
second ARN présentant une complémentarité partielle avec la répétition,
connu sous le nom de tracrARN (trans—activating crRNAs [tracrRNA]) ;
et (3) la nucléase Cas9. Le complexe formé par le crARN et le tracrARN
active la Cas9 et la guide vers sa cible. €n 2012, Jinek et ses collégues
[3] ont fusionné le crARN et le tracrARN de la bactérie Streptococcus
pyogenes en un seul ARN guide (ARNg) qui induit de facon efficace le
clivage par la Cas9 (Figure 24). La Cas9 posséde deux régions a activité
nucléase, chacune permettant de cliver un brin de I’ADN ciblé. Elle se
lie en premier a une séquence spécifique de 3 a 5 nucléotides appe-
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lée protospacer adjacent motif (PAM), située apres la
séquence ciblée par ’ARN guide, puis au complexe formé
entre I’ARN guide et ’ADN. Pour la Cas9 provenant de S.
pyogenes, le motif PAM est formé par les nucléotides NGG
(nucléotide-guanine-guanine). Les PAM sont trés fré-
quents dans tous les génomes. llIs ne limitent donc pas le
nombre de séquences qui peuvent étre ciblées. Il est aussi
possible d’utiliser des Cas9 provenant d’autres bactéries
qui possédent des PAM différents.

Deés la publication de I’article de Jinek et ses collegues
[3], les possibilités d’ingénierie du génome que pré-
sente le systeme CRISPR/Cas9 apparurent évidentes
a plusieurs équipes. €n janvier 2013, quatre groupes
avaient déja appliqué ce systéeme a des cibles géno-



Figure 3. Utilisation du systéme CRISPR/Cas pour éliminer une séq

e d’ADN. || est possible de couper, en utilisant deux ARN guide (ARNg), les

deux brins d’ADN a deux endroits dans un méme chromosome. Ceci permet d’enlever une séquence de quelques nucléotides ou méme de centaines

de milliers de nucléotides.

miques présentes dans des cellules humaines [4-6] et Gratz et ses
collaborateurs décrivaient son utilisation dans la drosophile [7].
D’autres publications ont relaté I’emploi du systeme pour induire des
mutations ciblées dans les bactéries, les embryons de poisson zebre et
des cellules de mammiféres. Depuis, des mutations ont été réalisées
dans des plantes, des nématodes, des souris, des rats, des primates
non humains et dans des cellules souches pluripotentes humaines.

Un consensus ressortant de ces différentes études est que ’ARN guide
(ARNg) doit avoir une séquence de guidage de 17 a 20 nucléotides
correspondant a I’ADN ciblé, suivie d’'un motif constant correspon-
dant au PAM spécifique de la Cas9 sélectionnée. UARNg est produit
par transcription in vitro ou in vivo, et est habituellement associé aux
promoteurs SPé, T3 et T7 (issus des bactériophages du méme nom).
L'ARN guide, ou I’ADN le codant, peut étre introduit dans des cellules
en utilisant, par exemple, des vecteurs viraux.

Avantages du systéme CRISPR

Les avantages du systeme CRISPR, comparé aux nucléases a doigts de zinc
(ZFN) et aux TALEN, sont les suivants : (1) une seule protéine (Cas9) est
nécessaire et, puisqu’elle est universelle, aucune ingénierie de protéines
n’est nécessaire, contrairement aux méthodes utilisant les nucléases ZFN
et les TALEN ; (2) le ciblage dépend de I’appariement des bases, de sorte
que la conception des ARN guides nécessite uniquement une connais-
sance des régles de Watson et Crick ; (3) de nouveaux ARN guides sont
trés faciles a produire ; (4) il est possible de cibler différentes séquences
simultanément en utilisant un mélange de plusieurs ARN guides ; (5)
contrairement aux nucléases ZFN et TALEN, le systeme CRISPR permet de
cliver un ADN méthylé.
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Deux mécanismes de réparation de I’ADN

Les cassures du double brin d’ADN produites par la Cas9
peuvent étre réparées spontanément par jonction d’ex-
trémités non-homologues (en anglais, non homologous
end joining, NHEJ) ou en présence d’une séquence d’ADN
donneur, par recombinaison homologue (en anglais,
homology directed repair, HDR) (Figure 1). Cet ADN don-
neur doit contenir, de chaque coté de la coupure de ’ADN
ciblé, des séquences homologues allant de 50 a 2000
nucléotides. Entre ces deux séquences homologues, ’ADN
donneur peut comporter une longue séquence de nucléo-
tides a introduire dans le gene ciblé. Cette partie de
’ADN donneur permet ainsi d’induire une mutation d’un
ou plusieurs nucléotides dans le géne qui a été ciblé, ou
d’introduire des segments de géne qui en sont absents.

Délivrance des composants du systeme CRISPR
dans la cellule

Pour les cellules en culture, les options pour I'introduction
du géne qui code la protéine Cas9 incluent la transfection
d’ADN plasmidique, I'utilisation d’un vecteur viral et la
transfection d’ARN messagers (ARNm) synthétiques. Le
gene de la nucléase doit étre encadré par un promoteur
et une séquence de poly A (succession de nucléotides
adénosine). La protéine elle-méme doit inclure un signal
permettant son transport vers le noyau. Lorsque I’ARN
guide et le gene de la protéine Cas9 sont délivrés a un
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organisme entier, d’autres méthodes, qui doivent étre adaptées a chaque
situation particuliére, sont nécessaires. Dans certains cas, I'injection
d’ARNm ou de ’ADN codant pour la nucléase est possible. C’est le cas chez
les poissons zébres, ol les injections sont réalisées directement dans le
cytoplasme de ’embryon peu aprés la fécondation. Uexpression précoce
des composants du systeme CRISPR conduit, apres réparation par jonction
des extrémités non homologues (NHEJ, non-homologous end joining), &
des mutations somatiques et germinales. La méme approche a été utilisée
avec de nombreux autres organismes y compris des mammiféres [8, 9].
Pour tous les organismes, un ADN donneur peut étre ajouté pour permettre
une recombinaison homologue. Lefficacité de modification qui est ainsi
obtenue dépend beaucoup du systéme utilisé et des séquences ciblées. &n
général, elle est bien inférieure au taux de mutations induites par NHEJ en
I’absence de donneur.

Les mutations induites par le systéme CRISPR

Comme mentionné précédemment, lorsque la Cas9 clive avec succes le
gene ciblé, des modifications spontanées sont introduites par jonction
d’extrémités non-homologues. Ces modifications sont généralement des
délétions et/ou des insertions d’une ou quelques dizaines de nucléo-
tides. Les deux tiers d’entre elles vont induire un décalage du cadre de
lecture dans une séquence codant la protéine et ainsi inactiver comple-
tement le produit du géne. Si la modification se trouve dans une région
critique de la protéine, un changement d’un multiple de 3 paires de
bases peut également engendrer une protéine non fonctionnelle. Typi-
quement, la modification introduite dans la séquence est caractérisée
par une amplification par PCR (polymerase chain reaction), suivie du
séquencgage de "amplicon, ou de la digestion du produit de I'amplifi-
cation par I’endonucléase T7€I% Parmi les mutations induites par une
coupure par la Cas9, la délétion d’un faible nombre de nucléotides est la
plus fréquente. Ni la région hybride ARN/ADN, ni le PAM, ne sont épargnés
par ces délétions. De temps en temps, des insertions et des suppressions
de plusieurs centaines de paires de bases peuvent étre produites.

Bien que chaque interruption soit habituellement réparée indépen-
damment, il est possible d’éliminer la séquence d’ADN présente entre
deux coupures produites par deux ARN guides [10] (Figure 3). Dans le
poisson zébre, le porc, et les cellules humaines, des délétions impor-
tantes de plusieurs centaines de milliers de paires de bases, voire de
sections de chromosomes, ont été obtenues par clivage au niveau de
deux sites largement séparés [10, 11].

La recombinaison homologue (HDR) versus la réparation non
homologue (NHE])

Souvent, un expérimentateur souhaite modifier un géne par recombi-
naison homologue (HDR). Cela peut étre difficile car, dans la plupart
des situations, la réparation non homologue (NHEJ) prédomine dans la

? endonucléase T7€l permet de détecter des mutations car elle coupe les mésappariements des hétéro-
duplexes formés entre le brin sauvage et le brin muté apres une étape de dénaturation/renaturation des
produits de la PCR.
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correction des cassures d’ADN. Cette préférence varie
selon les types de cellules. Lorsque les fréquences sont
suffisamment élevées, les produits de recombinaison
homologue souhaités peuvent étre identifiés par des
analyses moléculaires et un séquengage. Les recom-
binaisons homologues conduisent a des modifications
trés précises, ce qui est trés utile pour corriger des
génes impliqués dans des maladies héréditaires. Elles
peuvent également permettre d’introduire au niveau
d’un gene une séquence codant pour un rapporteur afin
de détecter la protéine qui en résulte.

Coupures hors cible

Plusieurs études initiales ont suggéré que le systeme
CRISPR/Cas9 manquait de spécificité [12, 13]. Ce pro-
bléme a cependant été atténué récemment [14]. €n
principe, 20 paires de bases (pb) sont plus que suffi-
santes pour étre spécifiques d’un site cible unique dans le
génome humain. Une hybridation parfaite de I’ARN et de
I’ADN n’est cependant pas nécessaire pour qu’il y ait cou-
pure par la Cas9. Uhybridation des nucléotides les plus
proches du PAM est stricte alors que celle des nucléotides
situés plus pres du début de la séquence, en 5’ de I’ARN,
I’est moins et de multiples inadéquations sont apparem-
ment tolérées. La protéine Cas9 stabilise probablement
le duplex entre I’ARN guide et la cible. Elle détermine
également les exigences de correspondance entre les
nucléotides de I’ARN guide et ceux de ’ADN cible.
L'absence de nécessité d’un appariement parfait entre
’ARN guide et I’ADN cible dans le systeme CRISPR/Cas9
peut étre un avantage adaptatif pour les bactéries lors
de leur infection par un virus. Un appariement complet
de 22 paires de bases n’est en fait pas nécessaire si
le but est simplement d’obtenir une correspondance
dans le génome viral de moins de 10° paires de base,
ce qui évite d’altérer des génes de I’hdte. Les génomes
viraux sont soumis a des variations constantes et a la
sélection, de sorte que les virus produits différeront
certainement légerement de celui qui a mis en place un
insert CRISPR. €n permettant I’inadéquation entre ’ARN
guide et I’ADN ciblé, la défense de I’hGte peut s’adapter
a la variation du génome du virus.

Certains groupes [13, 15, 16] ont décrit des modifications
qui rendent le systéme CRISPR plus spécifique. Ils ont par
exemple produit une version de la nucléase comportant
un seul site actif, créant ainsi une Cas9 nickase (nCas9).
Cette nCas9 ne coupe donc qu’un seul des deux brins
d’ADN. Ils ont aussi utilisé deux ARN guides pour cibler
simultanément une paire de séquences situées a proxi-
mité I'une de I'autre sur des brins opposés de la cible.
Lorsque les deux sites sont coupés, une coupure double
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Figure 4. Modifications de I’expression d’un géne par le systéme CRISPR/Cas9. Le systéme CRISPR peut étre utilisé pour réprimer ou induire I"expres-

sion d’un géne. Pour atteindre ce but, il faut cibler avec ’ARN guide (ARNg) une séquence de nucléotides dans le promoteur du géne a modifier

et utiliser une protéine Cas9 non fonctionnelle (dCas9). A. La simple présence de la protéine dCas9 diminue "expression du gene. B. Il est aussi

possible de fusionner la protéine dCas9 avec un inhibiteur de la transcription tel que la protéine KRAB. C. Pour augmenter ’expression d’un gene,

la protéine dCas9 peut étre fusionnée au peptide viral VP64 qui recrute ensuite des facteurs de transcription.

brin est ainsi produite permettant la réparation par jonction d’extré-
mités non-homologues (NHEJ) ou homologues (HDR). Cette approche
qui nécessite deux coupures rapprochées augmente ainsi la spécificité
de la méthode. Fu et al. [17] ont constaté que, dans plusieurs cas, des
ARN guides légerement tronqués (17 ou 18 nucléotides), en comparaison
de la séquence standard de guidage de 20 nucléotides, présentent une
meilleure spécificité. Finalement le groupe de J.K. Joung [18] a utilisé
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une nucléase Cas9 non fonctionnelle (dCas9) fusionnée
avec la nucléase Fokl de Flavobacterium okeanokoites
(Figure 2B). Cette nucléase a déja été utilisée avec les
protéines a doigts de zinc (ZFN) et les TALEN. €lle néces-
site la formation d’un dimere pour couper les deux brins
de I’ADN. Pour former un tel dimére il est nécessaire
d’utiliser, avec la dCas9-Fokl, deux ARN guides ciblant

&3

1019

REVUES

SYNTHESE



1020

des séquences séparées de 13 a 17 nucléotides. Cette modification du
systeme CRISPR/Cas permet de cibler avec précision un géne et réduit
grandement les mutations hors cible.

Controle de I’expression des genes

Le systéme CRISPR/Cas9 peut étre utilisé pour contrdler de fagon spéci-
fique Iexpression d’un geéne (Figure 4). Dans une premiére approche, Qi
et ses collégues [19] ont utilisé la nucléase Cas9 mutée non fonctionnelle
(dCas9) pour diminuer I'expression d’un géne ciblé. I'attachement de
’ARN guide et de la dCas9 a ADN bloque en effet I’élongation de ’ARN
messager, ainsi que 'attachement de I’ARN polymérase et des facteurs
de transcription. Par la suite, Gilbert et ses collégues [20] ont fusionné la
protéine Cas9 avec des fragments de protéines qui modifient la chroma-
tine, comme le domaine KRAB (Kruppel-associated suppression box) de
la protéine & doigts de zinc humaine Kox1 (ou zinc finger protein 10), afin
de réprimer I’expression d’un gene dans les cellules de levure et dans des
cellules humaines. Ce domaine KRAB provoque une inhibition spécifique
des ARN polymérases Il et 1.

Le systéeme CRISPR/Cas9 peut étre utilisé pour augmenter I’expression
d’un gene en fusionnant la protéine non fonctionnelle dCas9 avec un
activateur de la transcription comme VP64%. €n utilisant la dCas9-VPé4
avec un ARN guide ciblant le promoteur d’un géne, Maeder et ses colla-
borateurs ont ainsi réussi a augmenter I’expression de plusieurs génes
humains [21]. Les groupes de Gersbach [22], Jaenisch [23] et Joung
[21] ont également montré que I'utilisation de la dCas9-VPé4 avec
plusieurs ARN guides ciblant le méme promoteur permettait d’obtenir
un effet synergique sur I’expression d’un gene humain. Nous avons
utilisé cette approche afin d’augmenter 'expression de la frataxine,
une petite protéine de la matrice mitochondriale dont la déficience est
responsable, chez ’lhomme, de I'ataxie de Friedreich* (résultats non
publiés). Hilton et collaborateurs ont aussi montré qu’il est possible
d’augmenter encore plus "expression d’un géne en fusionnant la dCas9
avec une acétyltransférase afin de modifier les histones [24]. Uinduc-
tion de "expression d’un gene spécifique impliqué dans une pathologie
pourrait ainsi avoir une application thérapeutique.

Applications a des organismes modéles

Nous ne pouvons décrire ici tous les organismes et types de cellules
dans lesquels le systéeme CRISPR/Cas9 a déja été appliqué avec succes.
Nous allons seulement en présenter quelques exemples.

L'un est 'application du systéeme CRISPR/Cas9 au poisson zebre. Mal-
gré la popularité de ce modéle animal pour les études génétiques et
biochimiques, aucune procédure efficace de manipulation de génes
n’était en effet disponible avant ’avenement du systeme CRISPR/Cas9.
Ce systeme a permis de muter simultanément plusieurs génes chez ces
poissons [7, 25]. Il a également été possible de muter des génes par

¥ VP64 est un activateur transcriptionnel composé de 4 copies de la protéine VP16 du virus de I'herpes
(herpes simplex viral protein 16).

* l'ataxie de Friedreich est une maladie neurodégénérative héréditaire qui se manifeste par une perte
progressive de la motricité.
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recombinaisons homologues mais avec une efficacité
trés faible [26].

Chez la souris, Wang et ses collaborateurs [27] ont montré
I’exceptionnelle puissance du systeme en exprimant la
protéine Cas9 et jusque cing ARN guides différents dans
des cellules souches embryonnaires. Cette expérience a
conduit a obtention de cellules possédant des perturba-
tions simultanées dans tous les alléles des genes ciblés.
Chez les embryons de souris, la co-injection de ’ARN mes-
sager de la Cas9 avec deux ARN guide a permis la mutation
bi-allélique de deux génes avec une grande efficacité. La
co-injection d’'un ADN donneur a permis, de plus, d’obtenir
des changements de séquence au sein des deux genes.
D’autres applications se sont intéressées a des modeles
de pathologies. Wu et ses collaborateurs [28] ont ainsi
utilisé la technologie CRISPR/Cas9 pour corriger le gene
Cryge (gamma C-crystallin gene) dont I'altération est &
I'origine de cataracte héréditaire chez la souris. D’autres
groupes ont muté des geénes afin de produire des modéles
de cancers [29, 30]. De méme, le géne codant la dystro-
phine a été muté pour créer un modele de la dystrophie
de Duchenne chez le rat [31]. Il a également a été corrigé
dans un modéle murin de cette méme pathologie [32].
Enfin, il a été possible de muter le génome de Plasmodium
Yolii, le parasite responsable de la malaria dans un modeéle
murin [33].

Des modeles de maladies héréditaires humaines ont
également été créés chez le porc [34] et le singe [35]
grdce a la technologie CRISPR/Cas9.

Applications humaines

La recherche portant sur I'ingénierie des génomes repo-
sant sur les nucléases a mis "accent sur I’utilisation de
cellules humaines en culture, en raison des applications
potentielles en santé humaine. Le systeme CRISPR/
Cas9 permet de réaliser un ciblage simple de genes et
d’établir facilement des lignées cellulaires modifiées
stables. Deux groupes ont récemment montré la capa-
cité de multiplexage du systeme CRISPR/Cas en ciblant
simultanément des dizaines de milliers de genes dans
des cultures de cellules humaines [27, 36]. Schwank
et ses collaborateurs [37] ont, quant & eux, utilisé le
systeme CRISPR/Cas9 pour corriger, dans des cellules
souches pluripotentes humaines, le géne CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) dont la
mutation est a I’origine de la mucoviscidose.

Regard vers I’avenir

Le systeme CRISPR/Cas9 est un outil précieux pour la
manipulation génétique. A ce jour, plusieurs études ont



mis I"accent sur I'optimisation de la construction de ces nucléases
et la démonstration de leur activité. Les applications pratiques sont
maintenant en développement dans les domaines de la médecine et
la production d’aliments. Grace a des mutations spécifiques réalisées
dans le génome, on peut s’attendre, désormais, a voir apparaitre de
plus en plus d’études concernant la fonction de genes et le dévelop-
pement de modeles de pathologies humaines. Des articles récents ont
déja montré qu’il était possible d’utiliser le systéeme CRISPR/Cas9 pour
détruire un provirus intégré dans le génome d’un patient [38, 39].
Afin d’élargir les applications possibles du systeme CRISPR/Cas9,
I'utilisation de nucléases Cas9 provenant d’autres organismes que S.
pyogenes peut s’avérer utile [40, 41]. Les nouveaux motifs PAM corres-
pondants pourraient ainsi étre plus souples ou plus stricts, ce qui per-
mettrait d’élargir la gamme de sites accessibles. Certaines protéines
Cas9 pourraient également étre moins tolérantes a 'inadéquation
entre I’ADN cible et I’ARN guide. La découverte d’une Cas9 plus petite a
déja permis de délivrer, in vivo dans des souris, toutes les composantes
du systéme CRISPR/Cas9 avec un seul vecteur viral (virus adéno-asso-
cié) et de modifier ainsi un géne impliqué dans le métabolisme du cho-
lestérol [42]. Ce travail a ouvert la voie des applications de correction
in vivo pour de nombreux genes responsables de maladies héréditaires.
Cependant, la modification récente d’embryons humains avec le sys-
teme CRISPR/Cas9 a montré que 'utilisation de cette technologie peut
aussi soulever des controverses [43, 48]. Un groupe de chercheurs a
d’ailleurs plaidé en faveur d’une utilisation prudente de cette techno-
logie chez ’homme [44]. ¢

SUMMARY

The CRISPR system can correct or modify the expression of genes
responsible for hereditary diseases

A new technology, called CRISPR, derived from the immune system of
bacteria, uses a Cas9 nuclease and a guided RNA complementary to a
20 nucleotides sequence of a gene to induce double strand DNA breaks.
This permits to modify specifically the targeted gene in plant, animal
and human cells. Variants of the technique also permit to reduce or
increase the expression of a selected gene. This technology may thus
be used not only to understand the role of a gene but also to develop
therapies for hereditary and acquired diseases. ¢
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