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cette complexité apres stimulation
sensorielle, dans la couche IV du cor-
tex S1 (Figure 2B). Dans cette méme
étude, nous démontrons aussi le rdle
crucial de la transmission d’informa-
tion entre le thalamus et le cortex dans
la stimulation de I’angiogenese céré-
brale, ainsi que le contrdle - en temps
normal - par I'activité neuronale de
la division des cellules endothéliales
(qui constituent la paroi des vais-
seaux). €n effet, une double mutation
qui rend les axones thalamo-corticaux
«silencieux » (en les empéchant de
libérer des neurotransmetteurs dans le
cortex) a aussi induit une réduction de
la complexité vasculaire dans le cortex
S1; de plus, la suppression des mous-
taches aprés la naissance a conduit
a une diminution de la division des
cellules endothéliales dans le cortex.

Conclusions

Nos résultats sont d’une grande impor-
tance en neurobiologie. D’un point
de vue fondamental, ils démontrent

que le développement cérébrovascu-
laire n’est pas exclusivement dicté
par les programmes génétiques. |l
semble en effet que la maturation des
vaisseaux sanguins de notre cerveau
soit influencée par I'activité des cir-
cuits de neurones, par exemple grace
aux stimulus que nous recevons de
notre environnement. D’un point de
vue médical, on peut aussi imaginer
que la stimulation de I'activité neu-
ronale pourrait étre bénéfique lors
de la prise en charge de maladies ou
traumatismes affectant la circulation
sanguine cérébrale en début de vie,
[ésions qui conduisent souvent a des
déficits irréversibles (paralysie céré-
brale par exemple). ¢

Neuronal activity influences the
development of blood vessels in the
brain
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La révolution des CRISPR

est en marche

Hélene Gilgenkrantz

> Depuis la découverte du ciblage par
recombinaison homologue dans les cel-
lules €S (embryonic stem cells), ajouter,
enlever, modifier les bases dans une
séquence d’ADN était devenu banal, ou
presque ! Presque, car il fallait a peu
prés un an pour obtenir des animaux
mutés spécifiquement a I’endroit choisi
du génome, en utilisant des construc-
tions complexes transfectées dans les
cellules €S. Vinrent ensuite les nucléases
a doigts de zinc, les méganucléases (=¥)
[1] et enfin les TALEN dont m/s s’est
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fait "écho en début
d’année 2014, tant
I"approche techno-

(=) Voir la Nouvelle de
M. Cohen-Tannoudji et
J.L. Guénet, m/s n° 4,

. . avril 2011, page 387
logique en semblait

novatrice (=) [2].
Mais la révolution

(=») Voir la Synthese
de B. Dupret et P.0.
Angrand, m/s n° 2,

des génomes est en
février 2014, page 186

marche et I"avene-
ment des CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeat)
est venu détroner, en moins de trois ans,
toutes les autres approches ! Il suffit,
pour s’en convaincre, de dénombrer les

articles utilisant cette méthode depuis
sa description initiale en tant qu’outil
de modification du génome (prés de 900
publications). Mais alors, en dehors de
leur nom, un peu « crisp...ant » @ pro-
noncer, qu'a donc de si révolutionnaire
ce nouvel outil du mécano-moléculaire
moderne ?

Entrée en scene des CRISPR,

sortie des nucléases TALE

Pour mieux comprendre le buzz qui agite
depuis moins d’un an les journaux, qu’il
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CRISPR-Cas9

Reconnaissance

o . ARN-ADN
(téte chercheuse/cible)

Peu étudié
> TALEN ?

Cibles non désirées
(Off targets)

Cibles multiples )
. . Facile
(Multiplexing)

Séquences cibles

Adjacentes a PAM
Dépendent des espéces

TALEN

Protéine-ADN

< CRISPR

> aux TALEN
<ZF
Difficile Difficile

Rarement utilisé

Chaque répétition TAL

Chaque ZN lie une

lie une paire de bases.
Nécessite une thymine
pour une activité maxi-
male

ZFN

Protéine-ADN

Rarement utilisé

séquence de 3 paires de
bases. Toutes ne peuvent
pas étre ciblées

Méganucléase

Protéine-ADN

Potentielles

Difficile
Rarement utilisé

Site de reconnaissance
préexistant qui ne doit
pas étre contenu dans le
vecteur de ciblage

Tableau I. Analyse comparative de différentes méthodes d’édition du génome.

s’agisse de Science [3-7] ou du Monde!,
revenons un peu en arriére et énumé-
rons les caractéristiques requises pour
modifier a fagon le génome, a la Prévert.
Donc, « Pour faire le portrait d’un tel
outil, peindre d’abord... » un ciseau
moléculaire capable d’induire une cas-
sure double brin de I’ADN en un site
choisi du génome. Les deux systéemes
de réparation de "ADN existants, soit
par jonction d’extrémités non homo-
logues (NHEJ), soit par recombinaison
homologue dirigée (HDR), permettront
d’apporter des modifications de I’ADN
au site de cassure (insertion, mutation,
délétion). Tous les outils précédemment
cités assuraient cette fonction de ciseau
moléculaire. Pour ne citer que les plus
récents en lice, les TALEN (transcription
activator-like nuclease) sont produits
& partir d’un TALE (transcription acti-
vator-like effector) et d’une nucléase,
appelée Fokl. Les domaines Fokl fonc-
tionnent sous forme de dimére, ce qui
oblige a obtenir deux constructions avec
des domaines de liaison a I"ADN dirigés
contre des sites du génome présen-
tant des orientations téte-béche et un
espacement correct [2]. Méme si des
améliorations techniques ont permis un
assemblage plus rapide, la fréquence
de la recombinaison reste variable, et

! Florence Rosier. Révolution dans I'ingénierie des génes.
Le Monde « Science et techno », 9 juin 2014.
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surtout la modification de I’ADN dépend
du couple ADN-protéine, comme c’est
également le cas pour les nucléases a
doigts de zinc ou les méganucléases.
Or, 'ingénierie des nucléases reste coli-
teuse et difficile. Voila la nouveauté
extraordinaire des CRISPR: tout en
étant extrémement efficace, le type
de reconnaissance dépend d’un couple
ADN-ARN : rien de plus facile a fabriquer
(Tableau 1) !

Mais remontons un peu dans le temps.
L'histoire des CRISPR date de la fin des
années 1980. Une équipe japonaise
découvre alors une séquence d’ADN chez
la bactérie €. coli, qui comprend un
fragment d’ADN ressemblant a un bacté-
riophage entre deux séquences répétées
palindromiques. Ce n’est qu’au milieu
des années 2000 que I'on découvre qu’il
s’agit la d’un systeme immunitaire pri-
mitif de bactéries leur permettant de
se défendre contre les infections virales
[3]. €n effet, ’ARN transcrit a partir de
cette séquence (crARN) subit une matu-
ration en une bibliotheque de petits ARN
contenant chacun une séquence guide
dérivée du génome de bactériophages
virulents. Chacun de ces petits ARN est
lié a des protéines associées (Cas) qui
sont des nucléases, et les complexes
ainsi formés patrouillent dans I'envi-
ronnement cellulaire a la recherche de
I’envahisseur porteur du génome viral
homologue. Si la bonne cible est iden-

tifiée, elle sera clivée par la nucléase,
I’empéchant de poursuivre sa route et
protégeant d’autant la cellule de I'in-
fection.

Il faudra attendre encore quelques
années pour qu’une chercheuse fran-
caise, Emmanuelle Charpentier, et son
équipe, qui travaillaient alors sur la
bactérie Streptococcus Pyogénes, iden-
tifient chez celle-ci un systeme CRISPR
dépendant d’une seule nucléase Cas9.
Un duplex est formé entre le crARN et un
ARN transactivateur, appelé tracrARN,
qui active Cas9 et guide I"endonuclé-
ase vers la cible [8]. La méme équipe
montre par la suite que le clivage de
chacun des brins de ’ADN requiert ce
duplex d’ARN : crARN-guide et tracrARN
[4], qui tous deux peuvent étre associés
en une seule molécule guide. Cas9 cou-
pera la séquence d’ADN cible sur les deux
brins seulement si celle-ci est flanquée
d’une séquence de trois nucléotides
NGG, appelée PAM (proto-spacer adja-
cent motif), présente a une fréquence
élevée dans le génome tant elle est
peu discriminante [9] (Figure 1). Tout
s’emballe alors rapidement. La pre-
miére démonstration de utilisation
du systeme CRISPR-Cas9 pour modifier
spécifiquement le génome de cellules
eucaryotes date de 2013 [5, 6].

En résumé, la nucléase Cas9, guidée
par un ARN guide (sgARN) qui se lie au
locus génomique de choix a proximité
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d’un motif PAM, crée une cassure double
brin qui sera réparée soit par NHEJ,
pouvant étre a I'origine d’insertion ou
de délétion, soit par HDR qui permettra
une modification précise du génome au
locus en question (Figure 1A).

Les cofondateurs du systeme d’édition
basé sur cette technologie CRISPR-Cas9
ont rapidement rendu les plasmides
d’expression accessibles a la commu-
nauté scientifique (Addgene.org, Cam-
bridge Massachusetts, dont un recense-
ment récent fait état d’une distribution
de cette technologie a plus de 3000
laboratoires dans le monde). Ainsi,
moins de six mois aprés sa découverte,
la modification de lignées cellulaires
humaines et murines par ce systéme a
été rapportée avec une efficacité au
moins équivalente a celle des TALEN et
des nucléases a doits de zinc [5, 6],
voire méme supérieure [10].

Vous avez dit Révolution ?

Bien slir, par rapport aux techniques
presqu’ancestrales de transfection de
cellules €S réimplantées dans un blas-
tocyste, plus de six mois seront gagnés
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Promoteur ubiquiste

en modifiant directement le zygote.
Cependant, les TALEN étaient égale-
ment efficaces pour créer des invalida-
tions géniques chez la souris de cette
maniére. Toutes sortes d’espéces sont
modifiables par les CRISPR. La encore,
les TALEN ont aussi été utilisés pour
modifier veau, vache, cochon et presque
couvée ! Car I'avantage essentiel du
systeme CRISPR-Cas9 sur les autres sys-
témes utilisant des nucléases ZFN ou les
TALEN est ailleurs : il ne dépend pas d’un
couple protéine/ADN pour reconnaitre la
cible, mais d’un couple ARN/ADN, et la
construction est devenue un jeu d’enfant
(Tableau I). Les constructions peuvent
directement étre introduites sous forme
d’ARN. Par ailleurs, comparativement a
toutes les approches utilisant des siARN
ou shARN pour éteindre I’expression d’un
gene dans un tissu ou un type cellu-
laire donné, CRISPR est beaucoup plus
efficace puisqu’il atteint I'intégralité
des cellules descendantes de la cellule
cible en ciblant la séquence génomique.
Enfin, il est possible de modifier faci-
lement plusieurs cibles simultanément
en ajoutant plusieurs complexes guides

Figure 1. Principe d’editing par le systéme
CRISPR-Cas9. A. Cassure double brin par le
systéme CRISPR-Cas9. La nucléase Cas 9 (en
orange) est guidée par une séquence com-
prenant une séquence ARN homologue a la
séquence cible (en rouge) et une séquence
appelée trcrARN (en bleu). La nuclé-
ase CRISPR-Cas9 cible une séquence de 3
nucléotides de type NGG appelée PAM (en
vert), ouvrant I’ADN complémentaire a la
séquence guide (en noir) et créant un hété-
roduplex, sgARN-ADN cible. Cas9 comprend
deux domaines nucléasiques coupant chacun
un des brins d’ADN. B. Construction multi-
plex. Un seul plasmide peut contenir plusieurs
séquences guide (gARN) ainsi que la séquence
codant pour Cas9 et un gene de résistance a
un antibiotique (ABR).

par une approche dite multiplexing per-
mettant, tel le « vaillant petit tailleur »
de Grimm, d’invalider trois génes d’un
coup ou plus dans un méme embryon
(Figure 1B). De plus, Ies constructions

taire : on pouvait faire I’extraction de
I’ADN dans sa cuisine, on aura bientot le
« kitchen-CRISPR » !

Reste la question délicate du risque
de clivage dans un site non souhaité,
susceptible de modifier un géne non
désiré ou de submerger la machinerie
de réparation de ’ADN. Cet artéfact
est appelé off-target dans le jargon
des bricoleurs moléculaires et n’est pas
facilement quantifiable quelle que soit
I’approche nucléasique utilisée. Or, il
a tout d’abord été décrit que plus la
concentration de Cas9 était élevée, plus
I’efficacité du clivage de la cible était
importante, mais plus celui-ci risquait
également d’atteindre des cibles non
spécifiques. Il semble désormais que les
off-targets soient limitées a des sites
restreints, homologues au guide sgARN
flanqué par une PAM [9].

Des applications en tous genres

’engouement pour cette approche fut
tel que les enjeux financiers sont deve-
nus énormes, plus d’une dizaine d’en-
treprises de biotechnologie ayant mis



sur le marché des produits ou services
dérivés des CRISPR, avec toutes les
questions complexes de propriété
intellectuelle associées a ce type de
percée technologique. €n attendant
de les résoudre, les applications ont
déja fait flores et un nombre consi-
dérable d’équipes se sont appropriées
cette technique en a peine quelques
mois [11]. Voici un florilege d’ap-
plications, toutes publiées dans des
revues a fort impact factor depuis le
début de Iannée 2014, a croire que
la simple utilisation de Iapproche
CRISPR-Cas9 donne un blanc-seing
pour publier dans le Graal des journaux
scientifiques ! Bien siir, la création de
modeéles expérimentaux (knock-out et
knock-in) vient en téte; deux petits
macaques transgéniques porteurs de
deux genes simultanément inactivés
ont ainsi fait le tour du monde [12].
L'injection intraveineuse du cocktail
magique ciblant des oncogénes ou des
genes suppresseurs de tumeurs chez la
souris a permis d’obtenir des modeéles
de tumorigenese hépatique avec une
rapidité a faire pdlir tous ceux qui
les avaient ciblés précédemment par
Iintermédiaire de cellules €S [13]. La
réparation de mutations pathogenes
suscite naturellement des espoirs
thérapeutiques immenses : ainsi, une
cataracte génétique de souris induite
par une mutation dominante [14] ou
des cellules intestinales humaines de
patients porteurs d’une mucoviscidose
[15] ont-elles été corrigées par cette
approche. €n fusionnant Cas9 a une

protéine fluorescente, il est également
possible de suivre in vivo la dynamique
des chromosomes en des loci spéci-
fiquement choisis [16]. Enfin, dans
le domaine de la génomique a haut
débit, la technique CRISPR a permis de
cibler de 20000 a 70000 genes suscep-
tibles de conférer une résistance a une
chimiothérapie ou a des toxines bacté-
riennes [7, 17]. La possibilité d’intro-
duire facilement des polymorphismes
au niveau du génome ou de modifier
notre épigénome, en particulier dans
un but thérapeutique, devrait théo-
riquement étre réalisable, en ciblant
des histones par exemple, permettant
également d’entrevoir des pistes de
recherche intéressantes.

Al'image de la découverte des enzymes
de restriction, également faite par
hasard sur des bactéries possédant
des endonucléases, il y aura proba-
blement un avant et un apres CRISPR.
Pourtant, s’il avait fallu parier sur les
répercussions majeures d’un mode de
défense immunitaire bactérien, il est
fort probable qu’aucun comité éva-
luateur de subvention ANR n’aurait
donné son aval. Une preuve de plus
- mais en faut-il encore ? - que la
recherche fondamentale d’aujourd’hui
nourrit les avancées technologiques
de demain. ¢

The revolution of the CRISPR

is underway
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