
Une	nouvelle	méthode	d’ingénierie	du	génome	:	
Etat	des	lieux	de	la	technique,	et	ques:ons	éthiques	

posées	par	les	applica:ons	chez	l’homme	»	

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

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

Quelles	applica?ons	?	

Quels	risques	?	

Quels	enjeux	éthiques	et	sociétaux	?	
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Structure	de	l’ADN	



1.	Un	gène	«	ac:f	»	est	transcrit	en	un	ARN,	lui-même	«	traduit	»	en	une	protéine	

Comment	s’expriment	les	gènes	?		



Protéines	qui	ac:vent	
la	transcrip:on	d’un	

gène	

Chroma?ne	
«	fermée	»		

Chroma?ne	«	ouverte	»		

Pas	d’expression	
des	gènes	

Expression	du	gène	

(1)	L’ADN	peut	être	méthylé	ou	acétylé	;	(2)	l’ADN	s’enroule	autour	
d’histones.	Les	histones	fixent	des	groupements	méthyl	(						)			ou	acétyl	
(					)			qui	régulent	la	structure	lâche	ou	compacte	de	la	chroma?ne,	et	
donc	l’expression	des	gènes	

Comment	un	gène	devient-il	ac:f	ou	inac:f	?	Epigéné:que		

X	

ADN	méthylé	



Toute	modifica:on	de	l’ADN	est	transmise	aux	généra:ons	
suivantes	lors	de	la	réplica:on		

Différent	types	de	muta:ons	

Différent	types	de	transmission	



Stratégies	thérapeu:ques	face	à	une	muta:on	du	génome	
cause	d’une	maladie	grave	

1.   Pharmacologie	 :	 corriger	 les	 conséquences	 des	 fonc?ons	
défectueuses	 de	 la	 protéine	mutée	 ou	 absente	 via	 l’apport	 de	 la	
protéine	ou	le	remplacement	des	fonc?ons			

2.   Thérapie	génique	 :	Apporter	 le	gène	normal	 via	un	vecteur	 (viral)	
qui	s’intègre	au	hasard,	donc	à	une	localisa?on	différente	du	gène	
endogène.	 Ex.	 :	 certains	 déficits	 immunitaires,	 épidermolyse	
bulleuse.	

3.   Edi:on	du	génome	 :	 corriger	 la	séquence	mutante	en	 intervenant	
précisément	sur	le	gène	défecteux	via	des	ciseaux	moléculaires	que	
l’on	guide	vers	le	gène	d’intérêt.		Les	ciseaux	coupent	le	brin	d’ADN	
à	un	endroit	très	précis,	coupure	ensuite	réparée	par	la	cellule.				



Principe	de	thérapie	génique	«	classique	»		

Inconvénients	:	apporte	le	gène	manquant	ou	défectueux,	via	un	vecteur,	
mais	l’inser?on	dans	le	génome	est	aléatoire	=	dangereux,	régula?on	du	
gène	incorrecte		

Virus	vecteur	
porteur	du	gène	
thérapeu?que	

ADN	du	virus	s’intègre	
dans	le	génome	de	la	
cellule	hôte,	mais	
n’importe	où	Gène	déficient	

Virus	infecte	la	cellule	

Cellules	à	corriger	

Pas	de	ciblage	du	gène	à	corriger	
Inser?on	au	hasard	



Révolu:on	2013	:	«	édi:on	»	du	génome	par	le	système	CRISPR-
Cas9	ou	comment	modifier	un	gène	sans	en	changer	la	localisa:on	

Les	ou?ls	nécessaires	:	des	«	ciseaux	»	pour	couper	l’ADN,	
un	système	de	guidage	pour	apporter	les	ciseaux	au	bon	
endroit,	un	système	pour	«	réparer	»	la	coupure	

Le	guide	:	ARN	synthé:que		
(fait	de	trois	ARN	différents)	

Lien-boucle	crARN	

tacrARN	

Séquence	complémentaire	
	de	la	séquence	ADN	du	gène	

Le	ciseau	:	Cas	9		
Enzyme	endonucléase	

Séquence	PAM	(protospacer	adjacent	mo0f)	

double	brin	d’ADN	

Complexe	gARN	+	Cas	9	



Le	ciseau	:	Cas	9		
Enzyme	endonucléase	

Séquence	PAM		
(protospacer	adjacent	mo0f)	

Le	complexe	ac?f	:	Cas9	liée	au	guide	ARN	

Cassure	mal	réparée	:	
séquence	non	fonc0onnelle,	
pas	de	protéine		

Principe	de	l’édi:on	du	génome	par	CRISPR-Cas	9	

double	brin	d’ADN	

(CRISPR)clustered	regularly	interspaced	short	palindromic	repeats	

Copie	une	séquence	à	par0r	d’un	«	modèle	»	
introduit	:	séquence	ADN	normale	ou	autre	
séquence	choisie		

introduit	une	séquence		
d’ADN	non	fonc0onnelle	

Répara:on	par	recombinaison	homologue	

Répara:on	jonc:on	d’extrémités	non	homologues	

Cassure	double	brin	
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Répara?on	aléatoire	par	la	cellule	
(délé?on	/	inser?on	aléatoire	de	
nucléo?des	=	le	gène	ne	peut	plus	
être	transcrit	normalement)	
Cela	revient	à	inac:ver	le	gène			

Répara?on	par	la	cellule	qui	recopie	un	
modèle	de	séquence	(gène	normal,	ou	
autre	séquence	sélec?onnée)	
Cela	revient	à	corriger	un	gène	muté		

1.   Coupure	de	ADN	
double	brin	

2.	Répara:on	par	la	
cellule		

Principe	de	l’édi:on	du	génome	par	CRISPR-Cas	9	



Mul:ples	applica:ons		

Avantages	:	peu	chère,	facile,	rapide,	précise,	efficace,	constante	améliora:on.	

Plantes	:		
!  modifica?on	semences	(augmenter	les	propriétés	nutri?onnelles,	

adapta?on	clima?que,	rendement)	

Animaux	:		
!  Bétail	(augmenter	la	valeur	nutri?ve,	éliminer	les	cornes,	supprimer	

allergie	œufs,	etc.).	
!  Animaux	de	compagnie	(minicochons,	poissons,	chiens	guides,	etc.).	
!  Mous?ques	(élimina?on	vecteurs	parasitoses).	
!  Animaux	modèles	en	recherche	clinique	:	porcs	résistants	aux	virus,	

porcs	u?lisables	en	transplanta?on,	modélisa?on	de	maladies	
humaines	

Humains	:	
!  Objec?f	de	recherche		
!  Objec?f	thérapeu?que	:	traiter	des	maladies	géné?ques		(cellules	

soma?ques,	cellules	germinales,	embryon,	cellules	souches).	
!  Objec?f	«	non	médical	»	:	correc?on	handicap,	but	«	cosmé?que	»,		

accroissement	des	capacités	humaines.		



5’!NNNNN NNNNN NNNNN NNNNN NGG!3’ 

STEP 1: Find all 23bp genomic sites of the form 5’-N20NGG-3’ near your intended target site (ideally ±50bp). These may reside on the + or – strand. 

TGTACAAAAAAGCAGGCTTTAAAGGAACCAATTCAGTCGACTGGATCCGGTACC
AAGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATA
CGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAG
ATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCA
GTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAG
TATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTC
CGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGC
TTTCTTGTACAAAGTTGGCATTA 
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gRNA Synthesis Protocol 

STEP 2: Using NCBI blast, select sequences for which none or very few sequences of the form 5’-NNNNN NNBBB BBBBB BBBBB NGG-3’ exist at 
any other location in the human genome (here the B’s represent the actual bases at the target genomic location). 

STEP 3: Incorporate 19bp of the selected target sequence as 
highlighted here: 5’-NNNNN NNNNN NNNNN NNNNN NGG-3’ into the 

DNA fragment as indicated below: 

Step 4: This 455bp fragment bears all components necessary for gRNA 
expression, namely: U6 promoter + target sequence + guide RNA 
scaffold + termination signal. Synthesize this as a gBlock from IDT 

(http://www.idtdna.com/pages/products/genes/gblocks-gene-fragments) 

Target U6 TTTTTT gRNA scaffold 

U6 target gRNA expression vector 

Step 5: Clone the synthesized gBlock into an empty backbone vector 
such as pCR-Blunt II-TOPO from Invitrogen (http://

products.invitrogen.com/ivgn/product/K280020), or directly pcr amplify 
this fragment (gRNA_F: TGTACAAAAAAGCAGGCTTTAAAG, gRNA_R: 

TAATGCCAACTTTGTACAAGAAAG) for transfection and gRNA 
expression. 

Prashant Mali (Church Lab), Version: 01-14-2013 

STEP 3: Incorporate 19bp of the selected target sequence as 
highlighted here: 5’-NNNNN NNNNN NNNNN NNNNN NGG-3’ into two 
60mer oligonucleotides as indicated below (sequences are 5’ to 3’, and 
the regions marked in green and red are reverse complements of each 

other): 
Insert_F: 
TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGNNNNNNNNNNNN
NNNNNNN 
Insert_R: 
GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNC 

Step 4: Anneal the two oligos and extend these to make a 100bp 
double stranded DNA fragment using Phusion polymerase (http://

www.neb.com/nebecomm/products/productm0530.asp). 

Step 5: Linearize the gRNA cloning vector (http://www.addgene.org/
41824/) using AflII and incorporate the 100bp DNA fragment from Step 
4 above into it using Gibson assembly (http://www.neb.com/nebecomm/
products/productE2611.asp). The resulting vector is the desired gRNA 

expression vector. Note: This synthesis strategy is amenable to 
construction of multiple gRNA expression vectors, and even large gRNA 

libraries using oligonucleotide pools synthesized using custom DNA 
arrays (refer Supplementary Fig. 11: http://www.sciencemag.org/
content/suppl/2013/01/03/science.1232033.DC1/Mali.SM.pdf). 

Option A Option B 

Le	guide	:	ARN	complémentaire	
de	la	séquence	ADN	à	cibler	

Le	ciseau	:	l’enzyme	Cas	9	

Plasmid	

+	

ARN	Cas	9	

Protéine	Cas	9	

En	pra:que,	comment	fait-on	?	

Zygote	

Complexe	Cas9-guide	
ARN	coupe	l’ADN	

Liposomes	Électropora?on	Vecteur	viral	

Cellules	à	cibler	



Mous:ques	:	élimina:on	de	vecteurs	de	parasitoses	

Risque	 écologique	de	 l’u?lisa?on	 de	 la	 technique	 dans	 la	 luge	 contre	 les	
maladies	 transmissibles	 (éradica?on	 des	 vecteurs	 de	 parasitoses),	 ou	 le	
contrôle	de	certaines	espèces	végétales	ou	de	la	résistance	aux	herbicides/
pes?cides	

U?liser	CRIPR-Cas9	pour	modifier	la	
popula?on	de	mous?ques	femelles	:	
ex.	muter	les	gènes	de	fer?lité	



Technique	de	manipula?on	géné?que	qui	permet	de	booster	la	propaga?on	
d'une	muta?on	(par	exemple	dans	les	gènes	de	fer?lité	chez	femelles)	dans	une	
popula?on	animale	à	reproduc?on	sexuée	et	à	reproduc?on	rapide	(mous?que)	

Principe	du	gene	drive	(forçage	géné/que)	

50%	de	la	popula?on	hérite	d’un	
allèle	muté	(hétérozygote)	

Les	deux	allèles	sont	rapidement	mutés	et	100%	de	la	popula?on	a	la	muta?on	
sur	les	deux	allèles	(homozygotes)	



Novembre	2015,	Nature	

Le	retour	des	xénotransplanta:ons	?		

Inac?va?on	des	séquences	
codant	pour	des	
rétroviruses	porcins	
endogènes	

Inac?va?on	des	
séquences	codant	pour	les	
an?gènes	responsables	
des	réac?ons	immunes	
aiguës	(α-1,3-
galactosyltransferase)	



Créa:on	rapide	de	modifica:ons	géné:ques	chez	le	zygote	

75-80%	survie	embryons	
60-70%	évoluent	vers	blastocystes	

Microinjec?on	gARN/Cas9	
dans	le	cytoplasme	(ou	le	
pronucleus)	

-  ≈	25-30		%	des	embryons	transférés	
abou?ssent	à	un	animal	vivant.	

-  Analyse	géné?que	à	3	sem	:	30-50	%	(ou	
plus..)	ont	une	modifica:on	touchant	le	gène	
ciblé,		

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

-  Cassure	double	brin	d’ADN	
-  Répara?on	par	non	homologous	end	joining	

(introduit	des	séquences	non	fonc?onnelles)	
=>	gène	non	transcrit	

-  Possibilité	de	muter	de	mul?ples	gènes	
simultanément	

2	cell	embryon	

24-76	h	

19	j	

3-5	j	Applica:ons	:	
-	Créa:on	de	délé:ons	de	gènes	(modèles	de	pathologies	)	;		
-	Correc:on	de	muta:ons	pathologiques	(ex.	myopathie	de	
duchenne)	



S?mula?on		
ovarienne	

198	ovocytes	stade	MII	
Féconda?on	par	ICSI	
	(intracytoplasmic	sperm	injec0on)	

186	zygotes	

83	embryons	stade		
clivage	(2	blastomères)	

Transfert	29	femelles	gestantes	
(3	embryons	/utérus)	
10	grossesses	(3	jumeaux,	3	triplets,	
	4	single)	de	5	mois	

Clivage	des	gènes	chez	les	deux	singes		
(efficacité	de	>	90%	pour	un	gène)		
Modifica?ons	génomiques	mul?ples	
Pas	de	«	off-targets	»	indésirables	

E1751) was used for expression of sgRNAs in cells. Oligos for the generation of

sgRNA expression plasmids (Table S4) were annealed and cloned into the BsaI

sites of pUC57-sgRNA or pGL3-U6-sgRNA-PGK-Puro. pGL3-U6-sgRNA-

PGK-Puro was deposited in Addgene (Addgene NO. 51133).

Cell Culture and Electroporation
COS-7cells (ATCC,CRL-1651)were cultured inDMEM/highglucose (HyClone)

with 10%FBS, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 mg/ml); 23 106 cells

were electroporated (BioRad Gene Pulser XL) with four micrograms of Cas9

expression plasmids and two micrograms of pGL3-U6-sgRNA-PGK-Puro.

Empty pGL3-U6-sgRNA-PGK-Puro plasmid was used as control. Cells were

collected 72 hr postelectroporation.

In Vitro Transcription
In vitro transcription was performed as described (Zhou et al., 2014). Briefly,

the pST1374-Cas9-N-NLS-flag-linker vector was linearized by Age1 enzyme

and in vitro transcribed using T7 Ultra Kit (Ambion, AM1345). Cas9-N-

NLS-flag-linker mRNA was purified by RNeasy Mini Kit (QIAGEN, 74104).

sgRNA oligos were annealed into pUC57-sgRNA expression vector with

T7 promoter. Then expression vectors were linearized by Dra I and tran-

scribed by MEGAshortscript Kit (Ambion, AM1354) in vitro. The sgRNAs

were purified by MEGAclear Kit (Ambion, AM1908) and recovered by alcohol

precipitation.

T7EN1 Cleavage Assay and Sequencing
Different samples, including cells, placenta, umbilical cord, and ear punch tis-

sues, were collected and digested in lysis buffer (10 mM Tris-HCl, 0.4 M NaCl,

2 mMEDTA, 1% SDS, and 100 mg/ml Proteinase K). The genomic DNA was ex-

tracted from lysate by phenol-chloroform recovered by alcohol precipitation.

Genomic DNA from cultured embryos was amplified by REPL1-g Single Cell

Kit (QIAGEN, 150343) according to the manufacturer’s instructions. T7EN1

cleavage assay was performed as described (Shen et al., 2013). In brief, tar-

geted fragments were amplified by PrimerSTAR HS DNA polymerase (Takara,

DR010A) from extracted DNA, and purified with PCR cleanup kit (Axygen, AP-

PCR-50). Purified PCR product was denatured and reannealed in NEBuffer 2

(NEB) using a thermocycler. Hybridized PCR products were digested with

T7EN1 (NEB, M0302L) for 30 min and separated by 2.5% agarose gel. To

detect T7EN cleavage products of Nr0b1 (localized on chromosome X) in

Table 1. Summary of Embryo Microinjection of Cas9 mRNA and sgRNAs

MII Oocyte Injected Embryos Embryos for ET Pregnancies /Surrogates Single Pregnancy Multiple Pregnancy Fetuses

198 186 83 34.5% (10/29) 4a 3 twins, 3 triplets 19
aOne miscarried 36 days after embryo transfer.

Figure 3. sgRNA:Cas9-Mediated Modifications of Ppar-g and Rag1 in Founder Cynomolgus Monkeys
(A) Photographs of 14-day-old founder infants A and B.

(B) PCR products of the target region of Ppar-g and Rag1 in founders. Targeted region of Ppar-g and Rag1 loci were PCR amplified from the umbilical cord

genomic DNA of A and B founders. M, DNAmarker; Con, control umbilial cord from wild-type cynomolgus monkey, which was born 9 days after birth of A and B.

(C) Detection of sgRNA:Cas9-mediated on-target cleavage of Ppar-g and Rag1 by T7EN1 cleavage assay. PCR products from (B) were subjected to T7EN1

cleavage assay.

(D) Sequences of modified Ppar-g and Rag1 loci detected in founders. At least 18 TA clones of the PCR products were analyzed by DNA sequencing. The PAM

sequences are underlined and highlighted in green; the targeting sequences in red; the mutations in blue, lower case; deletions (!), and insertions (+). N/N

indicates positive colonies out of total sequenced. See also Figure S2 and S4.
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Naissance	de	jumeaux		

Niu	et	al,	Cell	156,	836–843,	February	13,	2014		

Preuve	de	concept	de	modifica:on	du	genome	par	CRISPR-
Cas9	chez	l’embryon	de	singe			

ARN	codant	Cas9-sgARN		
pparg,	Rag-1,	Nrob1	

Autre	exemple	:	porc++	



Applica:ons	thérapeu:ques	dans	des	maladies	avérées	

1.  Correc?on	de	muta?ons	perte	de	fonc0on	(mucoviscidose,	drépanocytose,	
Duchenne,	etc)	:	guérison	par	restaura?on	de	la	séquence	normale	

2.  Inac?va?on	d’un	allèle	muté	dominant-néga?f	(amylose	TTR,	ré0nite	
pigmentaire)		

3.  Inac?va?on	d’un	gène	régulateur	

"  Ingénierie	de	cellules	thérapeu:ques		
	1.	 	Correc?on	de	muta?ons	dans	des	cellules	souches	pluripotentes		iPS	u?lisées	
	 	ensuite	en	thérapie	cellulaire	
	2. 	Cellules	T	ayant	un	récepteur	chimérique	(CAR)	dans	les	leucémies	
	3. 	Organoïdes		

" Correc:on	de	muta:ons	monogéniques	causales	dans	les	cellules	primaires	ou	
l’embryon			

Cibles		-	cellules	primaires	soma?ques	
				-		l’embryon	
			-			les	cellules	germinales	



"  	«	Protéger	»	l’individu	vis-à-vis	du	risque	de	pathologies	communes	
•  	 	 Inac?ver	CCR5	(récepteur	de	VIH)	et	infec?on	VIH	:	essai	clinique	en	cours	

	(NEJM,	2014).	
•  			PCSK9	(proprotéine	convertase	sub0lisine/kexine	de	type	9)	:	son	inac?va?on	

	baisse	le	LDL-cholestérol	(hypercholestérolémie	familiale).	
•  			APOe4	(allèle	E4	de	apolipoprotéine	E)	et	Alzheimer.	
•  				Muta?on	SLC30A8	(transporteur	zinc)	et	diabète	

Ques/on	:	Ces	situa/ons	relèvent	–elles	d’indica/ons	médicales	ou	sont-elles	
des	indica/ons	«	de	convenance	»,	voire	un	exemple	d’	«	augmenta/on	»	de	
l’humain	?	

" Promouvoir	des	caractères	ou	des	traits	par:culiers	chez	l’enfant	à	naître		
(comme	par	exemple	la	taille,	la	couleur	des	yeux,	les	performances	physiques	ou	
intellectuelles	etc...)		

Applica:ons	ne	relevant	pas	d’une	maladie	déclarée	



Applica:ons	thérapeu:ques	dans	des	maladies	avérées	

1.  Correc?on	de	muta?ons	perte	de	fonc0on	(mucoviscidose,	drépanocytose,	
Duchenne,	etc)	:	guérison	par	restaura?on	de	la	séquence	normale	

2.  Inac?va?on	d’un	allèle	muté	dominant-néga?f	(amylose	TTR,	ré0nite	
pigmentaire)		

3.  Inac?va?on	d’un	gène	régulateur	

Ingénierie	de	cellules	thérapeu:ques		
	1.	 	Correc?on	de	muta?ons	dans	des	cellules	souches	pluripotentes		iPS	u?lisées	
	 	ensuite	en	thérapie	cellulaire	
	2. 	Cellules	T	ayant	un	récepteur	chimérique	(CAR)	dans	les	leucémies	
	3. 	Organoïdes		

Correc:on	de	muta:ons	monogéniques	causales	dans	les	cellules	primaires	ou	
l’embryon			

Cibles		-	cellules	primaires	soma?ques	
				-		l’embryon	
			-			les	cellules	germinales	



5’!NNNNN NNNNN NNNNN NNNNN NGG!3’ 

STEP 1: Find all 23bp genomic sites of the form 5’-N20NGG-3’ near your intended target site (ideally ±50bp). These may reside on the + or – strand. 

TGTACAAAAAAGCAGGCTTTAAAGGAACCAATTCAGTCGACTGGATCCGGTACC
AAGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATA
CGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAG
ATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCA
GTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAG
TATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTC
CGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGC
TTTCTTGTACAAAGTTGGCATTA 

PAM 

GU
UU

UA
GA

GC
UA

 
UA

AA
AU

U 
CG

AU
 

GA
A 

G
A A A

. 
. 

matches 
 target sequence 

Guide RNA 

gRNA 
scaffold 

GNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 5’- 

AGCCACG 
UCGGUGC 

G

AAGGCUAGUCCGUUAUCAA 

GUGAAAAAGUUC 

 3’- UUUU 

gRNA Synthesis Protocol 

STEP 2: Using NCBI blast, select sequences for which none or very few sequences of the form 5’-NNNNN NNBBB BBBBB BBBBB NGG-3’ exist at 
any other location in the human genome (here the B’s represent the actual bases at the target genomic location). 

STEP 3: Incorporate 19bp of the selected target sequence as 
highlighted here: 5’-NNNNN NNNNN NNNNN NNNNN NGG-3’ into the 

DNA fragment as indicated below: 

Step 4: This 455bp fragment bears all components necessary for gRNA 
expression, namely: U6 promoter + target sequence + guide RNA 
scaffold + termination signal. Synthesize this as a gBlock from IDT 

(http://www.idtdna.com/pages/products/genes/gblocks-gene-fragments) 

Target U6 TTTTTT gRNA scaffold 

U6 target gRNA expression vector 

Step 5: Clone the synthesized gBlock into an empty backbone vector 
such as pCR-Blunt II-TOPO from Invitrogen (http://

products.invitrogen.com/ivgn/product/K280020), or directly pcr amplify 
this fragment (gRNA_F: TGTACAAAAAAGCAGGCTTTAAAG, gRNA_R: 

TAATGCCAACTTTGTACAAGAAAG) for transfection and gRNA 
expression. 

Prashant Mali (Church Lab), Version: 01-14-2013 

STEP 3: Incorporate 19bp of the selected target sequence as 
highlighted here: 5’-NNNNN NNNNN NNNNN NNNNN NGG-3’ into two 
60mer oligonucleotides as indicated below (sequences are 5’ to 3’, and 
the regions marked in green and red are reverse complements of each 

other): 
Insert_F: 
TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGNNNNNNNNNNNN
NNNNNNN 
Insert_R: 
GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNC 

Step 4: Anneal the two oligos and extend these to make a 100bp 
double stranded DNA fragment using Phusion polymerase (http://

www.neb.com/nebecomm/products/productm0530.asp). 

Step 5: Linearize the gRNA cloning vector (http://www.addgene.org/
41824/) using AflII and incorporate the 100bp DNA fragment from Step 
4 above into it using Gibson assembly (http://www.neb.com/nebecomm/
products/productE2611.asp). The resulting vector is the desired gRNA 

expression vector. Note: This synthesis strategy is amenable to 
construction of multiple gRNA expression vectors, and even large gRNA 

libraries using oligonucleotide pools synthesized using custom DNA 
arrays (refer Supplementary Fig. 11: http://www.sciencemag.org/
content/suppl/2013/01/03/science.1232033.DC1/Mali.SM.pdf). 

Option A Option B 

Le	guide	:	ARN	complémentaire	
de	la	séquence	ADN	à	cibler	

Le	ciseau	:	l’enzyme	Cas	9	

Plasmid	

+	

ARN	
Protéine	

En	pra:que,	comment	peut-on	faire	?	

Zygote	

Complexe	Cas9-guide	
ARN	coupe	l’ADN	

Liposomes,	vecteur	viral	
Électropora?on,	…	

1.	Construire	les	ou:ls	 2.	Introduire	les	ou:ls	dans	
les	cellules	ou	in	vivo	

3.	Vérifier	la	coupure	et	
la	répara:on	

Séquence	à	copier	
+	 4.	Tester	la	restaura:on	

de	la	fonc:on	des	cellules		



Stratégies	de	correc:on	de	la	muta:on	de	la	drépanocytose	avec	Cas9	

Séquence	ADN	globine	
bêta		

Séquence	ARN	

				Protéine	

Muta?on	ponctuelle	récessive	
Dans	gène	de	la	bêta	globine	
Traitement	cura?f	:	greffe	de	cellules	
souches	hématopoié?ques	allogéniques		

Inac:ver	un	régulateur	Restaurer	la	séquence	normale	

Hb	F	



CD34+		

Cas9	protéines	(ou	Cas	ARN)	
+	guide	ARN	
+	ADN	simple	brin	normal	à	copier		
(sous	forme	nucléo?des	ou	via	un	vecteur	AAV)	

électropora?on	

Pa?ent	
drépanocytaire	 5J	

Erythroblastes	

HbA	:	20-30	%	
HbS	:	40	%	
HbF	:	15%	

20%	allèles		
corrigés	

37	%	cell	humaines	
3	%	allèles	corrigés	

Science	Transla0onal	Medicine		12	Oct	2016	
Nature	Novembre	2016	

Copie	correcte	20%	

Coupure	gène		
sans	copie	gène	normal	70%	

Sang		
périphérique	

Correc:on	de	la	muta:on	drépanocytose	dans	les	cellules	
souches	hématopoïé:ques	



Stratégie	alterna:ve	:	ac:ver	la	produc:on	d’hémoglobine	foetale	

Séquence	ADN	globine	
bêta		

Séquence	ARN	

				Protéine	

Muta?on	ponctuelle	récessive	
Dans	gène	de	la	bêta	globine	
Traitement	cura?f	:	greffe	de	cellules	
souches	hématopoié?ques	allogéniques		

Inac:ver	un	inhibiteur	=	inac:ver	le	gène	bcl11a	
	=								synthèse	HbF		=	améliora:on	

Restaurer	la	séquence	normale	

Chr	2	
Gène	BCL11A	



contrast, genome editing technologies can be
used to directly correct disease-causing genetic
mutations (11) and may be a preferred approach
for a single treatment to restore stable expres-
sion of a dystrophin protein that contains most
of the normal structure and function and is also
under physiologic control of the natural promoter.
In particular, the clustered regularly interspaced
short palindromic repeats (CRISPR)–Cas9 ge-
nome editing system, which uses the Cas9 nu-
clease to cleave DNA sequences targeted by a
single guide RNA (gRNA) (12), has recently cre-
ated new possibilities for gene therapy by making
precise genome modifications possible in cul-
tured cells (13–16) and in animal studies (17–20).
Analogous to exon-skipping therapies, CRISPR-
mediated removal of one or more exons from
the genomic DNA could be applied to the treat-
ment of 83% of DMD patients. Moreover, this ap-
proach can be readily extended to targeting
multiple exons within mutational hotspots, such
as the deletion of exons 45 to 55 that could
address 62% of DMD patients with a single-gene
editing strategy (21). We and others have applied
these tools to correct dystrophin mutations in
cultured human cells from DMD patients (21–26)
and in mdx mouse embryos (27). A critical re-
maining challenge is to translate these proof-of-
principle results into a clinically relevant approach
for genome editing in muscle tissue in vivo (28).
The use of genome editing for exon removal,
rather than replacing missing exons to restore a
full-length gene, may be desirable for several
reasons. Editing by exon removal takes advan-
tage of the relatively efficient nonhomologous
end joining pathway that is active in all cell
types, in contrast to targeted gene addition by
the homology-directed repair pathway that is
down-regulated in postmitotic cells such as skel-
etal myocytes and myofibers. This method also
avoids the need to deliver a DNA repair tem-
plate. Finally, gene editing to delete exons will
be more applicable to large patient populations
that include a variety of mutations, in contrast
to patient-specific editing strategies that restore
unique gene deletions.
Themdxmouse model of DMD has a nonsense

mutation in exon 23, which prematurely termi-

nates protein production (29). Removal of exon
23 from the transcript through oligonucleotide-
mediated exon skipping restores functional
dystrophin expression and improves muscle con-
tractility (30, 31). Here, we have developed an

AAV-based strategy for the treatment of DMD
in the mdx mouse by harnessing the unique
multiplexing capacity of CRISPR-Cas9 to excise
exon 23 from the dystrophin gene. We hypothe-
sized that CRISPR-mediated removal of exon
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Fig. 1. CRISPR-Cas9–mediated genomic and transcript deletion of exon 23 through intramuscular
AAV-CRISPR administration. (A) The Cas9 nuclease is targeted to introns 22 and 23 by two gRNAs.
Simultaneous generation of double-stranded breaks (DSBs) by Cas9 leads to excision of the region sur-
rounding the mutated exon 23. The distal ends are repaired through nonhomologous end joining (NHEJ).
The reading frame of the dystrophin gene is recovered and protein expression is restored. (B) PCR across
the genomic deletion region shows the smaller-deletion PCR product in treated muscles. Sequencing of the
deletion band shows perfect ligation of Cas9 target sites (+, AAV-injected muscles; -, contralateral muscles).
(C) ddPCR of genomic DNA shows 2% genome editing efficiency (n = 6 muscles, mean + SEM). (D) RT-
PCR across exons 22 and 24 of dystrophin cDNA shows a smaller band that does not include exon 23 in
treated muscles. Sanger sequencing confirmed exon 23 deletion. (E) ddPCR of intact dystrophin transcripts
and D23 transcripts shows that 59% of transcripts do not have exon 23 (n = 6 muscles, mean + SEM).
Asterisk, significantly different from the sham group (P < 0.05).
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(exon	22/23)	
AAV-Cas9	

Muscle	cardiaque,	diaphragme	
Muscles	abdominaux	

3	–	7	sem	

Intramusculaire	

8	sem	

AAV-Dmd CRISPR) likewise yielded robust and
specific modification of the Dmd locus in TA
muscles in vivo. Genomic PCR (Fig. 2A) and
Sanger sequencing (fig. S4B) demonstrated exon
23 excision in muscles injected with AAV-Dmd
CRISPR but not AAV-Ai9 CRISPR. Next-generation
sequencing indicated minimal activity at the
predicted highest-ranking genomic off-target
sites (fig. S12). RT-PCR (Fig. 2B) and sequencing
(fig. S4C) further confirmed the presence of exon
23–deleted DmdmRNA in muscles receiving AAV-
Dmd CRISPR, with an average exon 23 excision
rate of 39% ±1.8% (fig. S3E). In vivo CRISPR-
mediated targeting of Dmd exon 23–restored
DYSTROPHIN expression in skeletal muscle, as
detected by Western blot (Fig. 2C), immuno-
fluorescence (Fig. 2D), and capillary immuno-
assay (fig. S5A). Other pathological hallmarks
of dystrophy were also restored in AAV-Dmd
CRISPR–injected muscles, including sarcolem-
mal localization of the multimeric dystrophin-
glycoprotein complex and neuronal nitric-oxide

synthase (figs. S6andS7). In contrast,DYSTROPHIN
expressionwas undetectable byWestern blot (Fig.
2C) and present only on rare revertant fibers in
mdx;Ai9mice receiving control AAV-Ai9 CRISPR
(Fig. 2D) (21). Finally, to evaluate the functional
consequences of CRISPR-mediated induction of
exon 23–deleted DYSTROPHIN, we subjected a
subset ofmdx;Ai9mice injected intramuscularly
with AAV-Dmd CRISPR to in situ muscle force
assessment. Muscles receiving AAV-Dmd CRISPR
showed significantly increased specific force (Fig.
2E) and attenuated force drop after eccentric dam-
age (Fig. 2F), as compared with contralateral,
vehicle-injectedmuscles and also AAV-Ai9 CRISPR
injectedmuscles. In contrast, differences in specific
force (Fig. 2E) and force drop (Fig. 2F) for AAV-Ai9
CRISPR injected mice did not vary significantly
between the virus-injected and vehicle-injected
muscles.
We next evaluated the potential for multisys-

temic gene editing in vivo using AAV-CRISPR.
Dual AAV-Ai9 CRISPR vectors (1.5E+12 vg each)

were coinjected intraperitoneally into mdx;Ai9
mice at postnatal day 3 (P3). Three weeks later,
widespread tdTomato expression was detected
in all cardiac and skeletal muscles analyzed (fig.
S8A). Parallel injections of mdx;Ai9 mice with
AAV-DmdCRISPR revealed exon 23–deleted tran-
scripts in multiple skeletal muscles and cardiac
muscle, with targeting levels varying from 3 to
18% in different muscle groups (Fig. 3A and fig.
S3F). Exon 23 was not excised in animals receiv-
ing AAV-Ai9 CRISPR instead (Fig. 3A, and figs.
S3F and S8B). Finally, Western blot (Fig. 3B and
fig. S8C), immunofluorescence (Fig. 3C), and
capillary immunoassay (fig. S5B) confirmed that
DYSTROPHINproteinwas largely absent inmuscles
of control mdx;Ai9 mice receiving AAV-Ai9
CRISPR andwas restored inmice receiving AAV-
Dmd CRISPR. Similar systemic dissemination of
AAV and excision of exon 23 in multiple organs
were seen in two adult mice injected intrave-
nously with AAV-Dmd CRISPR at 6 weeks of age
(fig. S9).

SCIENCE sciencemag.org 22 JANUARY 2016 • VOL 351 ISSUE 6271 409

Fig. 2. AAV-CRISPR enables in vivo excision of Dmd exon 23 and
restores DYSTROPHIN expression in adult dystrophic muscle. (A and
B) Detection of exon 23 excision in TA muscles from mdx;Ai9 mice injected
intramuscularly with AAV-Ai9 CRISPR (left lanes) or AAV-Dmd CRISPR (right
lanes) by genomic PCR (A). Unedited product, 1012 bp; exon-excised product,
470 bp; and RT-PCR (B). Asterisks mark gene-edited bands. M, molecular size
marker. (C)Western blot detectingDYSTROPHIN inmuscles injectedwithAAV-
Ai9 CRISPR (left) or AAV-Dmd CRISPR (right), with relative signal intensity
determined by densitometry at bottom. A.U., arbitrary unit, normalized to

GAPDH. (D) Representative immunofluorescence images for DYSTROPHIN
(green) and DAPI (blue) in mdx;Ai9 muscles injected with AAV-Ai9 (left) or
AAV-Dmd (right) CRISPR. Scale bar, 500 mm. (E and F) Muscle-specific force
(E) and decrease in force after eccentric damage (F) for wild-typemice injected
with vehicle (n = 9),mdx;Ai9mice injected with AAV-Dmd CRISPR in the right
TA and vehicle in the left TA (n = 12), or mdx;Ai9 mice injected with AAV-Ai9
CRISPR in the right TA and vehicle in the left TA (n = 12). *P < 0.05, **P < 0.01,
n.s., not significant, one-way analysis of variance (ANOVA)with Newman-Keuls
multiple comparisons test.
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Dystrophine	+	:	10%	normale	
Force	musculaire		

Fig. 2. Rescue of dystrophin expression in postnatal mdx mice by retro-orbital injection of AAV-
Cas9 sgRNAs
(A) Dystrophin immunostaining of TA muscle is shown for wild-type (WT), mdx, and 
AAV-RO–treated mdx mice at 4, 8, and 12 weeks after injection (AAV-RO at P18, four 
male mdx mice in each group). TA muscle of unedited mdx control mice exhibits 
myonecrosis, indicated by cytoplasm-filling autofluorescence (highlighted with white 
asterisks). (B) Dystrophin immunostaining of the heart is illustrated for WT, mdx, and AAV-
RO–treated mdx mice at 4, 8, and 12 weeks after injection (AAV-RO at P18, four male mdx 
mice in each group). Arrowheads indicate dystrophin-positive cardiomyocytes 4 weeks after 
AAV-RO injection into mdx mouse heart. Scale bar, 40 µm.
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Correc:on	de	la	muta:on	Dmd	chez	le	zygote	

Initially, we tested the feasibility and opti-
mized the conditions of CRISPR/Cas9–mediated
Dmd gene editing inwild-typemice (C57BL6/C3H
and C57BL/6) (see the supplementary materials).
We designed a sgRNA to target Dmd exon 23
(fig. S1A) and a single-stranded oligodeoxynucleo-
tide (ssODN) as a template for HDR-mediated
gene repair (fig. S1B and table S1). The wild-
type zygotes were co-injected with Cas9 mRNA,
sgRNA-DMD, and ssODN and then implanted
into pseudopregnant female mice. Polymerase
chain reaction (PCR) products corresponding to
Dmd exon 23 from progeny mice were sequenced
(fig. S1, C to E). Efficiency of CRISPR/Cas9–
mediatedDmd gene editing is shown in table S2.
We next applied the optimized CRISPR/Cas9–

mediated genomic editing method to mdx mice
(Fig. 1B). The CRISPR/Cas9–mediated genomic
editing system will correct the point mutation in
mdx mice during embryonic development via
HDR or NHEJ (Fig. 1, C and D, and fig. S2A).
“Corrected” mdx progeny (termed mdx-C) were
identified by restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) analysis and the mismatch-
specific T7 endonuclease I (T7E1) assay (Fig. 1E,
table S2, and supplementary materials). We an-
alyzed a total of 11 differentmdx-C mice. PCR pro-
ducts of Dmd exon 23 from seven mdx-C mice
withHDR-mediated gene correction (termedmdx-
C1 to C7) and four mdx-C mice containing NHEJ-
mediated in-frame deletions of the stop codon

(termed mdx-N1 to N4) were sequenced. Se-
quencing results revealed that CRISPR/Cas9–
mediated germline editing produced genetically
mosaic mdx-C mice displaying from 2 to 100%
correction of the Dmd gene (Fig. 1E and fig. S2,
B and C). A wide range of mosaicism occurs if
CRISPR/Cas9–mediated repair occurs after the
zygote stage, resulting in genomic editing in a
subset of embryonic cells (18). All mouse progeny
developed to adultswithout signs of tumor growth
or other abnormal phenotypes.
We tested four different mouse groups for pos-

sible off-target effects of CRISPR/Cas9–mediated
genome editing: (A) mdx mice without treat-
ment (termedmdx), (B) CRISPR/Cas9–editedmdx
mice (termedmdx+Cas9), (C) Wild-type control
mice (C57BL6/C3H) without treatment (termed
WT) and (D) CRISPR/Cas9–edited wild-type mice
(termed WT+Cas9) (fig. S3A). Sequences of the
target site (Dmd exon 23) and a total of 32 po-
tential off-target (OT) sites in the mouse ge-
nome were predicted by the CRISPR design tool
(http://crispr.mit.edu) and are listed in table S3.
Ten of the 32 sites, termed OT-01 through OT-10,
represent the genome-wide “top-10 hits.” Twenty-
two of the 32, termed OTE-01 through OTE-22
are located within exons.
Deep sequencing of PCR products correspond-

ing to Dmd exon 23 revealed high ratios of HDR
andNHEJ-mediated geneticmodification in groups
B and D but not in control groups A and C (fig.

S3A and table S4). There was no difference in the
frequency of indel mutations in the 32 potential
off-target regions among the different groups (fig.
S3, B and C, table S5, and supplementary mate-
rials). These results are also consistent with recent
genome-wide studies showing that DNA cleavage
by Cas9 is not promiscuous (19–21). Thus, off-
target effects may be less of a concern in vivo
than previously observed in vitro (22, 23).
To analyze the effect of CRISPR/Cas9–mediated

genomic editing on the development of muscular
dystrophy, we performed histological analyses of
four different muscle types [quadriceps, soleus
(hindlimbmuscle), diaphragm(respiratorymuscle),
and heart muscle] from wild-type mice, mdx
mice, and three chosen mdx-C mice with dif-
ferent percentages of Dmd gene correction at 7
to 9 weeks of age. mdx muscle showed histo-
pathologic hallmarks of muscular dystrophy, in-
cluding variation in fiber diameter, centralized
nuclei, degenerating fibers, necrotic fibers, and
mineralized fibers, as well as interstitial fibrosis
(Fig. 2 and figs. S4A and S5A). Immunohisto-
chemistry showed no dystrophin expression in
skeletal muscle or heart of mdx mice, whereas
wild-type mice showed dystrophin expression
in the subsarcolemmal region of the fibers and
the heart (Fig. 2). Although mdx mice carry a
stop mutation in the Dmd gene, we observed
0.2 to 0.6% revertant fibers, consistent with a
previous report (24).mdx-Cmice with 41% of the
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Fig. 1. CRISPR/Cas9–mediated Dmd correction inmdxmice. (A) Schematic
of the targeted exon ofmouseDmd and sequence fromwild-type (upper) andmdx
mice (lower).Themdx pointmutation (C to T) ismarked in red, and the premature
stop codon is underlined. (B) Schematic of the 20-nucleotide sgRNA target se-
quenceof themdxallele (blue) and thePAM(red).The red arrowhead indicates the
Cas9 cleavage site. ssODN, which contains 90 base pairs (bp) of homology
sequence flanking each side of the target site, was used as HDR template. ssODN
incorporates four silent mutations (green) and adds a TseI restriction enzyme site
(underlined) for genotyping and quantification of HDR-mediated gene editing (fig.
S1B). (C) Schematic for the gene correction by HDR or NHEJ.The corresponding
DNA and protein sequences are shown in fig. S2A. (D) Strategy of the gene cor-

rection in mdx mice via germline gene therapy. (E) Genotyping results of mdx-C
mice withmosaicism of 2 to 100%correctedDmd gene. Undigested PCRproduct
(upper panel),TseI digestion (middle panel), and T7E1 digestion (lower panel) on a
2% agarose gel. The red arrowhead in the middle panel marks the DNA band
indicating HDR-mediated correction generated by TseI digestion. The blue arrow-
headmarks the DNA band of the uncorrectedmdx allele.The relative intensity of
theDNAbands (indicated by blue and red arrowheads) reflects the percentage of
HDR in the genomic DNA. The percentage of HDR is located under the middle
panel. The band intensity was quantified by ImageJ (NIH). The blue and red
arrowheads in the lower panel indicate uncut and cut bands byT7E1, respectively.
M denotes size marker lane. bp indicates the length of the marker bands.
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Destruc?on		
de	la	cellule	tumorale		
(leucémie	B)	

Molécules	de		
cos?mula?on	

Récepteur		
de	an?gène	
tumoral		

An?gène	
tumoral	
(CD19)	

Récepteur	T	
(reconnaît	et	élimine	les		
cellules	étrangères)	

α	 β	

Inac?ve	le	gène	codant	la	
chaine	α du	récepteur	T	

X	
X	
	X	

Fabrica:on	de	lymphoytes	T	«	universels	»	ayant	des	
récepteurs	T	chimériques	pour	traiter	les	cancers		

Cas	9	



Ly	T	CD4+	
CSH	CD34+	

Ly	T	CD4+	
CSH	CD34+	

Cas9		
ARN	guide	

CCR5	gene	

Le	VIH	infecte	un	Ly	T	qui	
exprime	CD4	et	CCR5	à	
sa	surface	

Le	VIH	ne	peut	pas		
infecter	un	Ly	T	qui	est	
dépourvu	de	CCR5	

Protec:on	contre	l’infec:on	par	le	VIH	:		
élimina:on	par	Cas	9	du	gène	CCR5			

12	pa?ents	VIH	traités	(ART)	
Ly	T	CD4	autologues		
15-30%	ont	modifica?on	CCR5	
Pas	d’effets	délétères	
ADN	VIH	diminue	
Taux	CD4	stable	ou	augmenté	

New	Engl	J	Med	6	mars	2014	



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

-	Cellules	souches	
hématopoïé?ques	
-	Hépatocytes	

Ingénierie du génome à visée thérapeutique chez 
l’enfant ou l’adulte 



Annual	Reviews	

Ingénierie	du	génome	appliquée	aux	cellules	souches	pluripotentes	

Donneurs	
Banque	de	cellules	
HLA	compa?bles	

Cas	9	

Cellules	corrigées	

Cellules	souches	embryonnaires	

Cellules	souches	pluripotentes	reprogrammées	



Déficit	immunitaire	X-SCID	(CSH,	cellules	T)	
Drépanocytose	(CSH)	
B-thalassémie	(CSH,	iPS,	embryon)	
Hémophilie	(inser?on	dans	locus	albumine)	
Tyrosinémie	(in	vivo)	
Déficit	en	alpha1	an?trypsine	(iPS)	
Myopathie	de	Duchenne	(In	vivo,	cellules	satellites)	
Epidermolyse	bulleuse	(iPS)	
Amaurose	congénitale	de	Leber	
Mucoviscidose	(in	vivo,	cellules	souches)	
Cellules	T	pour	immunothérapie	
Inac?va?on	récepteur	VIH	(cellules	T)	

Essais	précliniques	d’ingénierie	géné:que	u:lisant	Cas9	



"  	«	Protéger	»	l’individu	vis-à-vis	du	risque	de	pathologies	communes	
•  	 	 Inac?ver	CCR5	(récepteur	de	VIH)	et	infec?on	VIH	:	essai	clinique	en	cours	

	(NEJM,	2014).	
•  			PCSK9	(proprotéine	convertase	sub0lisine/kexine	de	type	9)	:	son	inac?va?on	

	baisse	le	LDL-cholestérol	(hypercholestérolémie	familiale).	
•  			APOe4	(allèle	E4	de	apolipoprotéine	E)	et	Alzheimer.	
•  				Muta?on	SLC30A8	(transporteur	zinc)	et	diabète	

" Promouvoir	des	caractères	ou	des	traits	par:culiers	chez	l’enfant	à	naître		
(comme	par	exemple	la	taille,	la	couleur	des	yeux,	les	performances	physiques	ou	
intellectuelles	etc...)		

Applica:ons	ne	relevant	pas	d’une	maladie	déclarée	

Ques/on	:	Ces	situa/ons	relèvent-elles	d’indica/ons	médicales	ou	sont-elles	des	
indica/ons	«	de	convenance	»,	voire	un	exemple	d’	«	augmenta/on	»	de	
l’humain	?	



Risques	techniques	encore	mal	maitrisés	

Toutes	cibles	
1.	Comment	délivrer	les	ciseaux	moléculaires	?	
2.	Problème	des	cibles	non	désirées	hors	du	gène	sélec?onné	(off	targets)	
3.	Impact	sur	organisa?on	générale	du	génome		

Embryon	(cellules	germinales)	
1.  Rela?ve	inefficacité	(surtout	si	correc?on	par	recombinaison	

homologue)	
2.  Risque	de	mosaïque	
3.  Créa?on	involontaire,	non	prévisible	et	non	évaluable	de	déséquilibres	à	

long	terme	sur	l’organisa?on	du	génome	?	
4.  Comment	analyser	le	résultat	?	Séquençage	haut	débit	d’un	blastomère	

est-il	suffisant	?	



Ques:ons	éthiques	:		(1)	modifica:on	du	génome	de	
l’embryon	ou	des	cellules	germinales			

Il	s’agirait	d’introduire	inten?onnellement	des	modifica?ons	du	génome	transmissibles	à	
la	descendance	en	ciblant	le	zygote	ou	les	cellules	germinales		

Remise	en	cause	de	l’interdit	absolu	de	la	modifica?on	du	patrimoine	géné?que	
transmissible	chez	l’homme.	Code	civil	(«	Sans	préjudice	des	recherches	tendant	à	la	
préven0on	et	au	traitement	des	maladies	géné0ques,	aucune	transforma0on	ne	peut	être	apportée	
aux	caractères	géné0ques	dans	le	but	de	modifier	la	descendance	de	la	personne	»)	et	conven?on	
d’Oviedo	

Plusieurs	ques?ons		:	
o  Dis?nguer	protocole	de	recherche	(aucun	enfant	à	naître,	la	loi	ne	s’applique	

pas)	et	protocole	thérapeu?que.	
o  Quelle	a�tude	si	une	approche	thérapeu?que	devient	possible	chez	le	zygote	?		
o  Quelles	alterna?ves	(diagnos?c	préimplantatoire,	don	de	gamète,	adop?on)		
o  Quelles	incer?tudes	(techniques,	devenir	des	enfants	à	venir	et	de		leur	propre	

descendance,	etc.).	
o  Quel	choix	de	société	:	enfant	parfait,	refus	de	maladie,	conformité	à	modèle,	

risque	de	coerci?on	
o  Contexte	technologique	qui	lui-même	pose	problème	:	ex.	cellules	germinales	

issues	de	cellules	souches	reprogrammées	(iPS)	



Autorisa:on	par	la	HFEA	(human	fer:liza:on	and	embryology	
authority)	d’un	protocole	de	recherche	u:lisant	CRISPR	sur	

l’embryon	humain	

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

Culture	in	vitro	Max	14	j	ou	
appari?on	ligne	primi?ve		gRNA	+	Cas9	mRNA		

or	protein		
Ques:on	:	conséquences	des	
modifica:ons	sur	le	développement	
intraembryonnaire	et	du	
trophectoderme?		

Transfert	ARN	interférent	
via	retrovirus	

ARN	interférent	

Ex/nc/on	de	
l’expression	du	gène		

Elimina/on	du	gène	
lui-même	

Genes	:	Oct4,	KLF17,	TGFb,	…		



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

Conséquences de l’ingénierie génétique de 
l’embryon via Cas 9 



Séquence	PAM	

Cas9	+	guide	ARN	Gène	codant	la	bêta	globine	

+	oligonucleo?de	simple	brin	séquence	normale		

Preuve	de	concept	:		corriger	la	muta:on	de	la	β-thalassémie	

Répara:on	par	HDR	(homology	directed	repair)	
en	copiant	la	séquence	apportée	

Séquence	normale	copiée	au	niveau	de	la	cassure	

Chromosome	11	:	gènes	de	la	globine	
(épissage	différen:el	au	cours	de	l’embryogenèse)	

Muta?on	responsable	de	
la	β-thalassémie	

HBB

CD41/42(-TTCT)CD14/15(+G)
CD17(AAG TAG)
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Figure 1. Targeting of the HBB gene in human cells using CRISPR/Cas9. (A) Three gRNA targeting sites were selected for the
HBB locus, and the sequence for each gRNA (G1, G2, and G3) is shown with the PAM sequence in green. The three common HBB
mutations found in β-thalassemia are indicated in red. Exons are represented by deep blue boxes with yellow arrows indicating
transcriptional direction. (B) 293T cells were individually transfected with the three gRNA-Cas9 expression vectors and harvested for
genomic DNA isolation 48 h after transfection. A GFP expression vector was used as transfection control. The regions spanning the
gRNA target sites were then PCR amplified for the T7E1 assay. Blue arrowhead indicates the expected size for uncut (no mismatch)
PCR products. (C) 293T cells were transfected with increasing concentrations (1 μg, 2 μg, 3 μg, 4 μg) of the G1 gRNA-Cas9 vector.
A GFP expression vector was used as transfection control. Regions spanning the top 7 predicted off-target sites for each gRNA were
PCR amplified for the T7E1 assay. OT, off-target. HBB, on-target editing in the HBB gene locus. (D) The region within the HBD locus
that is highly similar to the G1 gRNA-Cas9 target sequence was analyzed as in (C). (E) A ssDNA oligo (Oligo donor) encoding 6 silent
mutations (indicated in red) was synthesized (top), and co-transfected with the G1 gRNA-Cas9 construct (pX330-G1) into 293T cells
(middle). At 48 h after transfection, genomic DNA was extracted to PCR amplify the region spanning the G1 target site. The PCR
products were then subcloned into TA cloning vectors for sequencing analysis. Representative sequencing chromatographs for wild-
type and edited alleles are shown with the mutated target region underlined in red (bottom).
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+	(3)	oligonucleo?de	simple	brin	exogène		
(=	patron)	

(1)	Cas9	+	(2)	guide	ARN	

48	heures	

Analyse	du	génome	de	54	embryons	
Séquençage	de	la	région	ciblée	par	le	guide	

28	embryons	avec	coupure	de	ADN	(50%)	
-  Correc?on	de	la	séquence	de	11	de	ces	

embryons	par	recombinaison	homologue	
-  Clivage	sans	correc?on	dans	5	autres	embryons	

(répara?on	par	NHEJ)	
-  Les	embryons	sont	mosaïques	
-  Présence	de	cibles	non	désirées	pour	2	sites	(sur	

7	examinés)	

86	embryons	
triploïdes	injectés	

Origine	des	embryons	:	cryopréserva?on	
(vitrifica?on)	après	procédure	de	FIV	
Embryons	triploïdes	

Edi:on	du	génome	dans	l’embryon	humain		



CRISPR-Cas9	dans	l’embryon	:	embryons	mosaïques	

Délai	d’ac?on	de	Cas9	
Temps	d’ac?on	de	Cas9	

mosaïque	

Non	mosaïque	

Mosaïques	
Clivages	mul?ples		



X	

5.	Analyse	de	descendance	
F1	:	85%	rats	dérivés	des	
gamètes	du	donneur,	15	à	
20	%	de	mutants	(Eps?1)	et	
45%	pour	Erbb3.	

1.	Isole	spermatogonies		
(cellules	précurseurs		
de	gamètes	mâles)	

2.	Transfecte	sgARN-Cas9	
3.	30	J	de	culture,	puis	injecte	
les	cellules	dans	les	tubes	
séminifères	de	rats	infer?les	

4.	Accouplement	femelle	

Gènes	u?lisés	:	Erbb3	,	Eps?1	

sgARN	
+	Cas9	

60	J-	200	J	

Ciblage	de	modifica:ons	de	la	lignée	germinale	chez	le	
rat	avec	CRISPR-Cas9	Chapman	et	al,	Cell	Reports,	mars	2015	



Ques:ons	éthiques	:		(1)	modifica:on	du	génome	de	
l’embryon	ou	des	cellules	germinales			

Il	s’agirait	d’introduire	inten?onnellement	des	modifica?ons	du	génome	transmissibles	à	
la	descendance	en	ciblant	le	zygote	ou	les	cellules	germinales		

Interdit	par	le	Code	civil	(«	Sans	préjudice	des	recherches	tendant	à	la	préven0on	et	au	
traitement	des	maladies	géné0ques,	aucune	transforma0on	ne	peut	être	apportée	aux	caractères	
géné0ques	dans	le	but	de	modifier	la	descendance	de	la	personne	»)	et	la	conven?on	d’Oviedo	

Plusieurs	ques?ons	à	discuter	:	
o  Dis?nguer	protocole	de	recherche	(aucun	enfant	à	naître,	la	loi	ne	s’applique	

pas)	et	protocole	thérapeu?que.	
o  Quelle	a�tude	si	une	approche	thérapeu?que	devient	possible	chez	le	zygote	?		
o  Quelles	alterna:ves	(diagnos:c	préimplantatoire,	don	de	gamète,	

adop:on,	etc.)		
o  Quelles	incer?tudes	(techniques,	devenir	des	enfants	à	venir	et	de		leur	propre	

descendance,	etc.).	
o  Quel	choix	de	société	:	enfant	parfait,	refus	de	maladie,	conformité	à	modèle,	

risque	de	coerci?on	
o  Contexte	technologique	qui	lui-même	pose	problème	:	ex.	cellules	germinales	

issues	de	cellules	souches	reprogrammées	(iPS)	



"  	La	transmission	d’altéra?ons	monogéniques	à	l’enfant	peut	être	évitée		
	-	par	un	diagnos?c	prénatal	±	interrup?on	médicale	de	grossesse		
	-	par	un	diagnos?c	préimplantatoire	(DPI)	–	3e	jour	du	développement	(stade	8	

cellules)	=	ne	sont	transférés	dans	l’utérus	que	les	embryons	indemnes	de	la	
maladie	géné?que.	
Cas	excep?onnels	où	le	DPI	ne	peut	répondre	à	la	demande	des	couples	concernés,		

	-	un	des	deux	partenaires	est	homozygote	pour	une	altéra?on	autosomique	
dominante	(chorée	de	Hun?ngton),		

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

	-	certaines	muta?ons	de	l’ADN	mitochondrial	homoplasmiques	(comme	c’est	
fréquent	dans	la	neuropathie	op?que	héréditaire	de	Leber).	

" D’autres	moyens	permegent	aux	couples	intéressés	de	réaliser	leur	projet	
parental	:	adop?on,	don	de	gamète,	accueil	d’embryon	;	ils	sont	autorisés	et	
couramment	u?lisés	en	France.	

Maladie	grave,	absence	de	traitement,	anomalie	causale	iden:fiée	

Ques:ons	rela:ves	à	l’u:lisa:on	de	modifica:on	ciblée	du	
génome	chez	l’embryon	;		discussion	des	alterna:ves		



Ques:ons	éthiques	:	(2)	an:ciper	les	ques:ons	

«	Glissement	»	de	la	correc:on	thérapeu:que	d’une	muta:on	ayant	causé	une	
«	maladie	»	!	une	u:lisa:on	«	sociétale	»	-!	puis	à	une	aoeinte	à	l’intégrité	de	
l’individu	auquel	on	confère	des	propriétés	nouvelles			

1.  Passage	du	thérapeu?que	(de	l’ordre	du	soin	d’une	maladie)	à	la	«	préven?on	»	
éradiquer	les	«	mauvais	»	gènes,	suppression	du	handicap,	puis	à	applica?on	
cosmé?que	(taille,	yeux,	etc.).	

2.  Risque	d’une	u?lisa?on	«	transhumaniste	»	pour	adapter	l’homme	à	des	
objec?fs	d’efficacité	/rentabilité	:	dopage,	accroissement	de	la	mémoire,	force	
musculaire,	suppression	du	vieillissement,	etc.	

3.  Marchandisa?on	:	enjeux	financiers	énormes	
4.  Risque	d’u?lisa?on	par	des	non	scien?fiques	ou	à	visée	terroriste	

o  DIY,	biologie	de	garage	
o  Bioterrorisme	(virus	mutants	virulents)	

5.			An?ciper	les	avancées	techniques	apportées	au		système	

Applica:ons	règne	animal	:	guidage	de	gènes	chez	les	mous:ques	et	modifica:on	
de	la	biodiversité	



Protéines	qui	ac:vent	
la	transcrip:on	d’un	

gène	

Chroma?ne	
«	fermée	»		

Chroma?ne	«	ouverte	»		

Pas	d’expression	
des	gènes	

Expression	du	gène	

(1)	L’ADN	peut	être	méthylé	ou	acétylé	;	(2)	l’ADN	s’enroule	autour	
d’histones.	Les	histones	fixent	des	groupements	méthyl	(						)			ou	acétyl	
(					)			qui	régulent	la	structure	lâche	ou	compacte	de	la	chroma?ne,	et	
donc	l’expression	des	gènes	

Comment	un	gène	devient-il	ac:f	ou	inac:f	?	Régula:on	épigéné:que		

X	

ADN	méthylé	



Cas9	 inac?ve	 (ne	 coupe	 pas	
l’ADN)	 	 liée	au	guide	ARN,	et	
couplée	 à	 un	 effecteur	
(répresseur	ou	ac?vateur)	

Edi:on	de	l’épigénome	avec	CRISPR-Cas9		:		
comment	modifier	l’expression	génique	en	re:rant	/ajoutant	des	

groupements	méthyle	

Ac	

Me	
Me	

Gène	transcrit	en	ARN	
Puis	traduit	en	protéine	

Me	:	groupes	méthyl	répresseur	
Ac	:	groupes	acétyl	ac?vateurs	

Géne	 dans	 un	 environnement	 chroma?nien	
qui	contrôle	son	expression	ou	son	«	silence	»	
=	comment	modifier	ce	contrôle	?		

Me	

Gène	«	silencieux	»	

Cas9	

effecteur	

Guide	ARN	



Edi:on	de	l’épigénome	avec	CRISPR-Cas9		:		
comment	modifier	l’expression	génique	en	re:rant	/ajoutant	des	groupements	

méthyle	

Ac	

Me	
Me	

Gène	«	ac?f	»	transcrit	en	ARN	
puis	traduit	en	protéine	

Géne	dans	un	environnement	chroma?nien	
qui	contrôle	son	expression	ou	son	«	silence	»	
=	comment	modifier	ce	contrôle	?		 Applica:ons	

-	Cancers	
-	Ac?va?on	de	gènes	codant	
des	facteurs	de	croissance	
-	Reprogramma?on	in	vivo	

Me	



Exemple	d’un	contrôle	de	l’environnement	chroma:nien	d’un	
gène	par	le	couplage	de	Cas9	à	un	effecteur	transcrip:onnel	

Le	contrôle	peut	être	
rendu	induc?ble,	par	
exemple	par	la	lumière	

Séquence	ADN		
régulatrice	

Effecteur	
transcrip?onnel	

La	transcrip?on	du	gène	est	soit	
ac?vée,	soit	réprimée	

Transcrip?on	ON	ou	OFF	



Défis	posés	à	la	société	par	la	rapidité	des	avancées	scien:fiques	

1.  Applica?ons	du	séquençage	du	génome	et	de	épigénome	à	haut	
débit	

2.  Avancées	technologies	de	la	procréa?on	:	ex.	produc?on	in	vitro	de	
gamètes	à	par?r	de	cellules	reprogrammées	

3.  Ingénierie	du	génome	(Cas9)	
4.  Ingénierie	de	épigénome	
5.  Biologie	synthé?que,	neuroaméliora?on,	prothèses	biomécaniques	

Etre	agen?f	aux	applica?ons	limitant	le	libre	choix	de	la	
personne	humaine	en	ce	qui	concerne	son	corps,	sa	santé	et	
sa	reproduc?on,	et	lui	imposant	des	possibilités	nouvelles	
dans	un	objec?f	«	d’augmenta?on	»	de	ses	possibilités			



Un	bon	sujet	pour	les	humoristes	!!		



Cellules	souches	
pluripotentes	

Gonades	

Spermatogonies	

iPS	

Spermatogonies	

Mâle	Femelle	
Mâle	

Femelle	

X	 X	

Ovocytes	mosaïques	pur	muta0on	 gamètes	mosaïques	mutants		

Mutants	hétérozygotes	et	non-mutants	

Transmission	germinale	d’une	modifica:on	géné:que		
créée	par	CRISPR-Cas9	:	4	stratégies		

Mutants	hétérozygotes	et	non	mutants	

1	
2	 3	 4	




