Une nouvelle méthode d’ingénierie du génome :
Etat des lieux de la technique, et questions éthiques
posées par les applications chez ’homme »

De quoi s’agit-il ? Un ciseau moléculaire capable d’induire
une cassure double brin de 'ADN en un site choisi du
génome.

Pourquoi est-ce une révolution ? précis, rapide, facile,
fiable, peu cher

Quelles applications ?
Quels risques ?

Quels enjeux éthiques et sociétaux ?
Dr Laure COULOMBEL

Directrice de recherche a I'INSERM, département
cellules souches.
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Un Membrane Cytoplasme
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Comment s’expriment les géenes ?

1. Un gene « actif » est transcrit en un ARN, lui-méme « traduit » en une protéine
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Comment un gene devient-il actif ou inactif ? Epigénétique

(1) LADN peut étre méthylé ou acétylé ; (2) I’ADN s’enroule autour
d’histones. Les histones fixent des groupements méthyl (A) ou acétyl
(®) quirégulent la structure lache ou compacte de la chromatine, et
donc l'expression des genes

Pas d’expression

Protéines qui activent des génes

la transcription d’un
gene

Chromatine ADN méthylé

« fermée »

* induction

Expression du géne

J
Chromatine « ouverte »



Toute modification de I'’ADN est transmise aux générations
suivantes lors de la réplication

Chromosome

nucleotides libres

ADN palymérase Différent types de transmission
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original
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Réplication de ’ADN :
action de quelques protéines enzymatiques

Différent types de mutations

Substitution Insertion Deletion

Original sequence T G G?A G T G G C A G T G GﬁG
Mutated sequence T G GJA G TGGINMICAG TGGG



Stratégies thérapeutiques face a une mutation du génome
cause d’une maladie grave

1. Pharmacologie : corriger les conséquences des fonctions
défectueuses de la protéine mutée ou absente via I'apport de la
protéine ou le remplacement des fonctions

2. Thérapie génique : Apporter le gene normal via un vecteur (viral)
qui s’integre au hasard, donc a une localisation différente du gene
endogene. Ex. : certains déficits immunitaires, épidermolyse
bulleuse.

3. Edition du génome : corriger la séquence mutante en intervenant
précisément sur le gene défecteux via des ciseaux moléculaires que
I'on guide vers le gene d’intérét. Les ciseaux coupent le brin d’ADN
a un endroit tres précis, coupure ensuite réparée par la cellule.



Principe de thérapie génique « classique »
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gene incorrecte



Révolution 2013 : « édition » du génome par le systeme CRISPR-
Cas9 ou comment modifier un gene sans en changer la localisation

Les outils nécessaires : des « ciseaux » pour couper I’ADN,
un systeme de guidage pour apporter les ciseaux au bon
endroit, un systeme pour « réparer » la coupure

Le guide : ARN synthétique

Le ciseau : Cas 9
(fait de trois ARN différents)

Enzyme endonucléase

Séquence complémentaire
de la séquence ADN du géne
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crARN s
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tacrARN

double brin d’ADN

f Complexe gARN + Cas 9
Séquence PAM (protospacer adjacent motif)



Principe de I’édition du génome par CRISPR-Cas 9

(CRISPR)clustered regularly interspaced short palindromic repeats

Séquence PAM Le complexe actif : Cas9 liée au guide ARN

(protospacer adjacent motif) .
Le ciseau : Cas 9
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Principe de I'édition du génome par CRISPR-Cas 9
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Réparation aléatoire par la cellule
(délétion / insertion aléatoire de
nucléotides = le géne ne peut plus
étre transcrit normalement)

Cela revient a inactiver le géne
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Multiples applications

Avantages : peu cheére, facile, rapide, précise, efficace, constante amélioration.

Plantes :
v" modification semences (augmenter les propriétés nutritionnelles,
adaptation climatique, rendement)

Animaux :
v’ Bétail (augmenter la valeur nutritive, éliminer les cornes, supprimer
allergie ceufs, etc.).
v Animaux de compagnie (minicochons, poissons, chiens guides, etc.).
v" Moustiques (élimination vecteurs parasitoses).
v" Animaux modeéles en recherche clinique : porcs résistants aux virus,

porcs utilisables en transplantation, modélisation de maladies
humaines

Humains :
v Objectif de recherche
v’ Obijectif thérapeutique : traiter des maladies génétiques (cellules
somatiques, cellules germinales, embryon, cellules souches).
v’ Obijectif « non médical » : correction handicap, but « cosmétique »,
accroissement des capacités humaines.



En pratique, comment fait-on ?

Le guide : ARN complémentaire
de la séquence ADN a cibler
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Moustiques : élimination de vecteurs de parasitoses

Utiliser CRIPR-Cas9 pour modifier la
population de moustiques femelles :
ex. muter les genes de fertilité

Risque écologique de l'utilisation de la technique dans la lutte contre les
maladies transmissibles (éradication des vecteurs de parasitoses), ou le
controle de certaines espéces végétales ou de la résistance aux herbicides/

pesticides




Principe du gene drive (for¢cage génétique)

Technique de manipulation génétique qui permet de booster la propagation
d'une mutation (par exemple dans les genes de fertilité chez femelles) dans une
population animale a reproduction sexuée et a reproduction rapide (moustique)
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Le retour des xénotransplantations ?

CORNEA LUNG KIDNEY

Pig corneas were A factory farm is A kidney with six
approved for being designed to genetic modifications
marketing in produce 1,000 pig  supported a baboon’s
China in April. lungs per year. life for 4 months.
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Novembre 2015, Nature



Création rapide de modifications génétiques chez le zygote

Microinjection gARN/Cas9
dans le cytoplasme (ou le

pronucleus) %
2 cell embryon

Applications :
- Création de délétions de genes (modeles de pathologies ) ;
- Correction de mutations pathologiques (ex. myopathie de

75-80% survie emb duchenne)
\ -

60-70% évoluent vers blastocystes

- Cassure double brin d’ADN

- Réparation par non homologous end joining | - =25-30 % des embryons transférés
(introduit des séquences non fonctionnelles) aboutissent a un animal vivant.
=> gene non transcrit - Analyse génétique a 3 sem : 30-50 % (ou

- Possibilité de muter de multiples genes plus..) ont une modification touchant le géne
simultanément ciblé,

- % homozygotes tres variable (parfois > 80%)
- Animaux mosaiques



Preuve de concept de modification du genome par CRISPR-

Cas9 chez 'embryon de singe

Niu et al, Cell 156, 836—843, February 13, 2014 Autre exemple : porc++

Stimulation
ovarienne

198 ovocytes stade Ml 186 zygotes
Fécondation par ICSI

(intracytoplasmic sperm injection)

Transfert 29 femelles gestantes

(3 embryons /utérus) ~—
10 grossesses (3 jumeaux, 3 triplets,

4 single) de 5 mois

S

Naissance de jumeaux 83 embryons stade ARN codant Cas9-sgARN
clivage (2 blastomeres) pparg, Rag-1, Nrob1

Clivage des genes chez les deux singes
(efficacité de > 90% pour un gene)
Modifications génomiques multiples
Pas de « off-targets » indésirables




Applications thérapeutiques dans des maladies avérées

@ Correction de mutations monogéniques causales dans les cellules primaires ou
I'embryon

1. Correction de mutations perte de fonction (mucoviscidose, drépanocytose,
Duchenne, etc) : guérison par restauration de la séquence normale

2. Inactivation d’un allele muté dominant-négatif (amylose TTR, rétinite
pigmentaire)

3. Inactivation d’un gene régulateur

Cibles - cellules primaires somatiques
- I'embryon
- les cellules germinales

@ Ingénierie de cellules thérapeutiques
1. Correction de mutations dans des cellules souches pluripotentes iPS utilisées
ensuite en thérapie cellulaire
2. Cellules T ayant un récepteur chimérique (CAR) dans les leucémies
3. Organoides



Applications ne relevant pas d’une maladie déclarée

¥ « Protéger » I'individu vis-a-vis du risque de pathologies communes

. Inactiver CCR5 (récepteur de VIH) et infection VIH : essai clinique en cours
(NEJM, 2014).

PCSK9 (proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9) : son inactivation
baisse le LDL-cholestérol (hypercholestérolémie familiale).

e  APOe4 (alléle E4 de apolipoprotéine E) et Alzheimer.

. Mutation SLC30AS8 (transporteur zinc) et diabete

€ Promouvoir des caractéres ou des traits particuliers chez 'enfant a naitre
(comme par exemple la taille, la couleur des yeux, les performances physiques ou
intellectuelles etc...)

Question : Ces situations relévent —elles d’indications médicales ou sont-elles

des indications « de convenance », voire un exemple d’ « augmentation » de
I’humain ?



Applications thérapeutiques dans des maladies avérées

Correction de mutations monogéniques causales dans les cellules primaires ou
I'embryon

1. Correction de mutations perte de fonction (mucoviscidose, drépanocytose,
Duchenne, etc) : guérison par restauration de la séquence normale

2. Inactivation d’un allele muté dominant-négatif (amylose TTR, rétinite
pigmentaire)

3. Inactivation d’un gene régulateur

Cibles - cellules primaires somatiques
- I'embryon
- les cellules germinales

Ingénierie de cellules thérapeutiques
1. Correction de mutations dans des cellules souches pluripotentes iPS utilisées
ensuite en thérapie cellulaire
2. Cellules T ayant un récepteur chimérique (CAR) dans les leucémies
3. Organoides



En pratique, comment peut-on faire ?

1. Construire les outils

Le guide : ARN complémentaire
de la séquence ADN a cibler
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4. Tester la restauration
de la fonction des cellules



Stratégies de correction de la mutation de la drépanocytose avec Cas9

Chromosome 16 : Groupe de type alpha Mutation ponctuelle récessive
‘. ? % ol > Dans géne de la béta globine
Traitement curatif : greffe de cellules
Chromoscae 11 : Groupe de tvpe béta / souches hématopoiétiques allogéniques
g ) B

G Ay ==

Hb F \

Normal Missense Mutation
Séquence ADN globine  §$T $AG GAG CCT BTG GAG
béta GGA CTC CTC GGA CTC

Séquence ARN CU GAG GAG CCU GUG GAG

Protéine  [Pro—Glu—Glu  [Pro il -/Glu
Hemoglobin Molecule: ” “uu

Red Blood Cell: . (

Restaurer la séquence normale Inactiver un régulateur




Correction de la mutation drépanocytose dans les cellules

souches hématopoiétiques Cas9 protéines (ou Cas ARN)
O Sang + guide ARN
périphérique + ADN simple brin normal a copier s
(sous forme nucléotides ou via un vecteur AAV)
eIectroporatlon
20% alleles
patient corrigés
atien
drépanocytaire CD34+
- HbA : 20-30 %
— Copie correcte 20% Hbs - 40 %
HbF : 15%
A A

T3 Erythroblastes

Coupure gene
sans copie gene normal 70%

37 % cell humaines
3 % alleles corrigés

Science Translational Medicine 12 Oct 2016
Nature Novembre 2016



Stratégie alternative : activer la production d’hémoglobine foetale
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Restaurer la séqguence normale
Inactiver un inhibiteur = inactiver le gene bcllla

=/ synthése HbF = amélioration




Restauration in vivo de la fonction du gene
codant la dystrophine dans un modele de

/&/& myopathie de Duchenne
21 (22 P § 24 25 .

3m k Mutation du gene de la dystrophine (dmd)

DSB
Excision de exon 23 rétablit la lecture normale
V V \ / \) \V du gene

NHEJ
E%i Muscle tibia antérieur

Mdx controle Crispr-cs 9

Y

NHEJ)

8 sem
AAV-gARN Intramusculaire E—
(exon 22/23) =
AAV-Cas9 DYSTROPHIN

Dystrophine + : 10% normale
Force musculaire
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0@6’/
3—-7sem
Muscle cardiaque, diaphragme
Souris madx Muscles abdominaux
2 jours normale Mdx contrdle | Crispr-cas 9

12 WeeKs

3 articles Nature janvier 2016 Muscle cardiaque



Correction de la mutation Dmd chez le zygote

%9 Cas9 @OSQRNA

ssODN

Reimplantation -

Q madx Zygote .
max/max (

Donor Mutant Corrected Mice (mdx-C)

Long 2016 Nature



Fabrication de lymphoytes T « universels » ayant des
récepteurs T chimériques pour traiter les cancers

Récepteur T Destruction

(reconnait et élimine les de la cellule tumorale
cellules étrangeres) /\(Ieucémie B)
Antigene
a X £ |
tumoral :
Récepteur " CD19)
de anﬁgéne@@

Molécules de
costimulation

Inactive le géne codant la
chaine o du récepteur T



Protection contre lI'infection par le VIH :
élimination par Cas 9 du géne CCR5
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Receptor (CD4)
o Co-receptor butno CCR5  plasma
(CCRS5) membrane

Le VIH infecte un Ly T qui  Le VIH ne peut pas
exprime CD4 et CCR5 a infecter un Ly T qui est
sa surface dépourvu de CCR5

Ly T CD4+
CSH CD34+

CSH CD34+

12 patients VIH traités (ART)
Ly T CD4 autologues

15-30% ont modification CCR5
Pas d’effets déléteres

ADN VIH diminue

Taux CD4 stable ou augmenté

/_\ i Cas9
\X ARN guide
Ly T CD4+

/
\ CCR5 gene

New Engl J Med 6 mars 2014
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Ingénierie du génome a visée thérapeutique chez

I’enfant ou ’adulte

In vivo gene editing Ex vivo gene editing

T cells

Isolation ?

Re-infusion

\ Genome

{ E

expansion

Package genome
editing reagents
into vector

Modified

cells
Genome
editing

Reprogramming

iPSCs

‘ editing and

Genome
editing and
differentiation

Megan D. Hoban, and Daniel E. Bauer Blood
2016;127:2525-2535

- Cellules souches
hématopoiétiques
- Hépatocytes

¢ blood



Ingénierie du génome appliquée aux cellules souches pluripotentes

Cellules souches embryonnaires

)-PHE

/
Blastocyst ES cells Differentiated cells /090,7
‘c

Cellules souches pluripotentes re rogr?mmées

Allogenic
- r— — —-
(HLA-matched)

Somatic cells iPS cells Differentiated cells

Donneurs @ — @ —_ b&e ﬁ Patients
)

Banque de cellules
HLA compatibles Somatic cells iPS cells Cellules COrrigées




Essais précliniques d’ingénierie génétique utilisant Cas9

Déficit immunitaire X-SCID (CSH, cellules T)
Drépanocytose (CSH)

B-thalassémie (CSH, iPS, embryon)
Hémophilie (insertion dans locus albumine)
Tyrosinémie (in vivo)

Déficit en alphal antitrypsine (iPS)
Myopathie de Duchenne (In vivo, cellules satellites)
Epidermolyse bulleuse (iPS)

Amaurose congénitale de Leber
Mucoviscidose (in vivo, cellules souches)
Cellules T pour immunothérapie
Inactivation récepteur VIH (cellules T)



Applications ne relevant pas d’une maladie déclarée

¥ « Protéger » I'individu vis-a-vis du risque de pathologies communes

. Inactiver CCR5 (récepteur de VIH) et infection VIH : essai clinique en cours
(NEJM, 2014).

PCSK9 (proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9) : son inactivation
baisse le LDL-cholestérol (hypercholestérolémie familiale).

e  APOe4 (alléle E4 de apolipoprotéine E) et Alzheimer.

. Mutation SLC30AS8 (transporteur zinc) et diabete

€ Promouvoir des caractéres ou des traits particuliers chez 'enfant a naitre
(comme par exemple la taille, la couleur des yeux, les performances physiques ou
intellectuelles etc...)

Question : Ces situations reléevent-elles d’indications médicales ou sont-elles des

indications « de convenance », voire un exemple d’ « augmentation » de
I’humain ?



Risques techniques encore mal maitrisés

Toutes cibles

1. Comment délivrer les ciseaux moléculaires ?

2. Probleme des cibles non désirées hors du gene sélectionné (off targets)
3. Impact sur organisation générale du génome

Embryon (cellules germinales)

1. Relative inefficacité (surtout si correction par recombinaison
homologue)

2. Risque de mosaique

3. Création involontaire, non prévisible et non évaluable de déséquilibres a
long terme sur I'organisation du génome ?

4. Comment analyser le résultat ? Séquencage haut débit d’'un blastomere
est-il suffisant ?



Questions éthiques : (1) modification du génome de
I’embryon ou des cellules germinales

Il s’agirait d’introduire intentionnellement des modifications du génome transmissibles a
la descendance en ciblant le zygote ou les cellules germinales

Remise en cause de l'interdit absolu de la modification du patrimoine génétique
transmissible chez I’homme. Code civil (« Sans préjudice des recherches tendant a la
prévention et au traitement des maladies génétiques, aucune transformation ne peut étre apportée
aux caractéres génétiques dans le but de modifier la descendance de la personne ») et convention

d’Oviedo

Plusieurs questions :
o Distinguer protocole de recherche (aucun enfant a naitre, la loi ne s’applique
pas) et protocole thérapeutique.
o Quelle attitude si une approche thérapeutique devient possible chez le zygote ?
Quelles alternatives (diagnostic préimplantatoire, don de gamete, adoption)
o Quelles incertitudes (techniques, devenir des enfants a venir et de leur propre
descendance, etc.).
o Quel choix de société : enfant parfait, refus de maladie, conformité a modele,
risque de coercition
o Contexte technologique qui lui-méme pose probleme : ex. cellules germinales
issues de cellules souches reprogrammeées (iPS)

O



Autorisation par la HFEA (human fertilization and embryology
authority) d’'un protocole de recherche utilisant CRISPR sur
I’embryon humain

Objet du programme de recherche :
Evenements moléculaires associés au développement embryonnaire précoce

Culture in vitro|Max 14 j ou

gRNA + Cas9 mRNA Elimination du géne apparition ligne primitive
or protein lui-méme ] )
Question : conséquences des
modifications sur le développement
{z:z ARN interférent intraembryonnaire et du

I trophectoderme?
Transfert ARN interférent Extinction de

via retrovirus Vexpression du géne Genes : Oct4, KLF17, TGFb, ...



Conséquences de I'ingénierie génétique de

I’embryon via Cas 9

[ 1 = Intended consequence
© = Unintended consequence

lGene editing
|

v

In vitro research on
human development
and disease

Developmental defects
Increased cancer risk

Mutation(s) may enter
the human gene pool

v

Implantation
in utero

Off-target
< Live birth

—

Post-zygotic

On-target

Disease prevention
and mutation eliminated
from human gene pool

Non-viability
from cytotoxicity

Genetic mosaic

Variable therapeutic
effect. Edit may/may not
be in germline

Donald B. Kohn et al. Blood 2016;127:2553-2560

¢ blood



Preuve de concept : corriger la mutation de la B-thalassémie

Gene codant la béta globine Cas9 + guide ARN
Séquence PAM

— 1 11
I

la B-thalassémie + oligonucleotide simple brin séquence normale

Mutation responsable de l

l Chromosome 11 : génes de la globine
(épissage différentiel au cours de 'embryogenése)
Réparation par HDR (homology directed repair) sion gamma it efa
en copiant la séquence apportée 6 A
- —C- 3 I
TGAGGACTCCTC 5 Y l l 3
l Hb F Hb A2 Hb A
Alpha Globin Gene Cluster
—_— Chromosome 16
Zeta2 Zetal Alpha 2 Alpha 1
Séquence normale copiée au niveau de la cassure
— I F—

5' £ 3



Edition du génome dans I'embryon humain

Origine des embryons : cryopréservation

(vitrification) apres procédure de FIV
Embryons triploides

86 embryons
triploides injectés

(1) Cas9 + (2) guide ARN

+ (3) oligonucleotide simple brin exogene

(= patron) —
48 heures
Analyse du génome de 54 embryons
Séquencage de la région ciblée par le guide Heke Slulm Sons Lxtar
epsilon gamma delta beta
A
28 embryons avec coupure de ADN (50%) e — e —
- Correction de la séquence de 11 de ces 5 Y l
embryons par recombinaison homologue

Clivage sans correction dans 5 autres embryons

(réparation par NHEJ)
Les embryons sont mosaiques

Hb F Hb A2 Hb A

Alpha Globin Gene Cluster
Chromosome 16

Zeta 2?2 Zetal Alpha 2 Alpha 1

Présence de cibles non désirées pour 2 sites (sur —— —— _— -

7 examinés)

5! £ 3




CRISPR-Cas9 dans I’'embryon : embryons mosaiques

mosaique

Non mosaique

Délai d’action de Cas9 } Mosaiques

Temps d’action de Cas9 Clivages multiples



Ciblage de modifications de la lignée germinale chez le
rat avec CRISPR-Cas9 chapman et al, Cell Reports, mars 2015

SgARN

4. Accouplement femelle

2. Transfecte sgARN-Cas9

3. 30 J de culture, puis injecte
les cellules dans les tubes
séminiferes de rats infertiles

1. Isole spermatogonies
(cellules précurseurs
de gametes males)

5. Analyse de descendance
F1:85% rats dérivés des
gametes du donneur, 15 a
20 % de mutants (Epstil) et
45% pour Erbb3.

Genes utilisés : Erbb3 , Epstil



Questions éthiques : (1) modification du génome de
I’embryon ou des cellules germinales

Il s’agirait d’introduire intentionnellement des modifications du génome transmissibles a
la descendance en ciblant le zygote ou les cellules germinales

Interdit par le Code civil (« Sans préjudice des recherches tendant & la prévention et au
traitement des maladies génétiques, aucune transformation ne peut étre apportée aux caracteres

génétiques dans le but de modifier la descendance de la personne ») et la convention d’Oviedo

Plusieurs questions a discuter :
o Distinguer protocole de recherche (aucun enfant a naitre, la loi ne s’applique
pas) et protocole thérapeutique.
o Quelle attitude si une approche thérapeutique devient possible chez le zygote ?

o Quelles incertitudes (techniques, devenir des enfants a venir et de leur propre
descendance, etc.).

o Quel choix de société : enfant parfait, refus de maladie, conformité a modele,
risque de coercition

o Contexte technologique qui lui-méme pose probleme : ex. cellules germinales
issues de cellules souches reprogrammeées (iPS)



Questions relatives a l'utilisation de modification ciblée du
génome chez I'embryon ; discussion des alternatives

Maladie grave, absence de traitement, anomalie causale identifiée

€ Latransmission d’altérations monogéniques a I'enfant peut étre évitée

- par un diagnostic prénatal + interruption médicale de grossesse

- par un diagnostic préimplantatoire (DPI) — 3¢ jour du développement (stade 8
cellules) = ne sont transférés dans I'utérus que les embryons indemnes de la
maladie génétique.
Cas exceptionnels ou le DPI ne peut répondre a la demande des couples concernés,

- un des deux partenaires est homozygote pour une altération autosomique
dominante (chorée de Huntington),

- les deux partenaires sont porteurs homozygotes d’une altération
autosomique récessive (mucoviscidose).

- certaines mutations de ’ADN mitochondrial homoplasmiques (comme c’est
fréquent dans la neuropathie optique héréditaire de Leber).

€ D’autres moyens permettent aux couples intéressés de réaliser leur projet
parental : adoption, don de gamete, accueil d’embryon ; ils sont autorisés et
couramment utilisés en France.



Questions éthiques : (2) anticiper les questions

« Glissement » de la correction thérapeutique d’une mutation ayant causé une
« maladie » = une utilisation « sociétale » -= puis a une atteinte a I'intégrité de
I'individu auquel on confére des propriétés nouvelles

1. Passage du thérapeutique (de l'ordre du soin d’'une maladie) a la « prévention »
éradiquer les « mauvais » genes, suppression du handicap, puis a application
cosmétique (taille, yeux, etc.).

2. Risque d’une utilisation « transhumaniste » pour adapter ’lhomme a des

objectifs d’efficacité /rentabilité : dopage, accroissement de la mémoire, force

musculaire, suppression du vieillissement, etc.

Marchandisation : enjeux financiers énormes

4. Risque d’utilisation par des non scientifiques ou a visée terroriste

o DIY, biologie de garage
o Bioterrorisme (virus mutants virulents)
5. Anticiper les avancées techniques apportées au systeme

w

Applications regne animal : guidage de géenes chez les moustiques et modification
de la biodiversité



Comment un gene devient-il actif ou inactif ? Régulation épigénétique

(1) LADN peut étre méthylé ou acétylé ; (2) I’ADN s’enroule autour
d’histones. Les histones fixent des groupements méthyl (A) ou acétyl
(®) quirégulent la structure lache ou compacte de la chromatine, et
donc l'expression des genes

Pas d’expression

Protéines qui activent des genes

la transcription d’un
gene

Chromatine ADN méthylé

« fermée »

* induction

Expression du gene

J
Chromatine « ouverte »



Edition de I'épigénome avec CRISPR-Cas9 :
comment modifier I'expression génique en retirant /ajoutant des
groupements méthyle

Géne dans un environnement chromatinien

qui contrble son expression ou son « silence »
= comment modifier ce controle ?

Cas9 _inactive (ne coupe pas

'ADN) liée au guide ARN, et
N @ couplée a un effecteur
iy g (&C (répresseur ou activateur)
e e

effecteur

. . 1 1) Guide ARN
Gene « silencieux »

Geéne transcrit en ARN
Puis traduit en protéine

Me : groupes meéthyl répresseur
Ac : groupes acétyl activateurs



Edition de I'épigénome avec CRISPR-Cas9 :
comment modifier I'expression génique en retirant /ajoutant des groupements
méthyle

Géne dans un environnement chromatinien
qui contrble son expression ou son « silence »
= comment modifier ce contréle ? Applications

- Cancers

- Activation de genes codant
des facteurs de croissance

- Reprogrammation in vivo

Géne « actif » transcrit en ARN
puis traduit en protéine



Exemple d’un controle de I'environnement chromatinien d’un
gene par le couplage de Cas9 a un effecteur transcriptionnel

Le controle peut étre
rendu inductible, par
exemple par la lumiére

Transcription ON ou OFF

Genomic
DNA

La transcription du gene est soit

Séquence ADN activée, soit réprimée

régulatrice

Effecteur
transcriptionnel




Défis posés a la société par la rapidité des avancées scientifiques

1. Applications du séquencage du génome et de épigénome a haut
débit

2. Avanceées technologies de la procréation : ex. production in vitro de
gametes a partir de cellules reprogrammeées

3. Ingénierie du génome (Cas9)

Ingénierie de épigénome

5. Biologie synthétique, neuroamélioration, prothéses biomécaniques

s

Etre attentif aux applications limitant le libre choix de Ia
personne humaine en ce qui concerne son corps, sa santé et
sa reproduction, et lui imposant des possibilités nouvelles
dans un objectif « d’augmentation » de ses possibilités




Un bon sujet pour les humoristes !!

K
7o)

B

“Don’t play with him, he is Wild Type.” T~

——
D0 vou, CANTHIA WD 1S CoMPLETELY FRER OF ANY GENETL
ENGIREEQWG, TAKE RODHEY WHO 15 EQUALLY FEEL.. ..



Transmission germinale d’une modification génétique
créée par CRISPR-Cas9 : 4 stratégies

Cellules souches
l, pluripotentes

Spermatogonies Spermatogonies

L, Mutants hétérozygotes et non mutants
Mutants hétérozygotes et non-mutants





