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La large diffusion de la technique 
CRISPR-Cas9 [1] (➜) et son emploi 
dans au moins deux essais cliniques 
de thérapie génique [2] (➜) lais-
saient penser que cette méthode 
précise et efficace allait à elle seule 
révolutionner ce domaine. Mais voici 
qu’apparaît une approche très dif-
férente, fondée sur l’emploi d’enti-
tés appelées PNA (peptide nucleic 
acids), qui permet elle aussi une correction précise de 
l’altération présente dans un gène (et non simplement 
l’ajout d’un exemplaire fonctionnel) et semble présen-
ter des avantages importants. Deux articles, dont les 
auteurs se recouvrent en bonne partie, détaillent son 
emploi pour corriger la mutation CFTR (cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator, responsable 
de la mucoviscidose) chez la souris [3] et, plus récem-
ment, un gène de bêta-globine muté (responsable de 
la thalassémie), également dans un modèle souris [4]. 
Dans les deux cas, la correction a pu être réalisée in 
vivo avec une efficacité suffisante pour envisager des 
applications cliniques. Ce sont donc là des résultats 
importants qui méritent un examen approfondi.

Les PNA, un outil aux multiples usages

Comme leur nom l’indique, ces molécules sont à mi-che-
min entre la protéine et l’ADN : les PNA sont formés d’un 
squelette de type peptidique (polyamide en général) 
sur lequel sont greffées les bases T, A, G et C. Celles-ci 
peuvent former des liaisons hydrogène classiques avec un 
brin d’ADN complémentaire, et les hybrides ainsi formés 
de manière spécifique sont plus stables que les hybrides 
ADN/ADN du fait que le squelette du PNA ne porte pas 
de charge, contrairement au squelette phosphate-
ribose de l’ADN ou de l’ARN. De plus, ces molécules sont 
très résistantes à la dégradation dans l’environnement 
cellulaire et peuvent facilement être modifiées à leurs 
extrémités. Les PNA, dont l’apparition date d’un quart de 

siècle [5], fournissent 
des « super-sondes » 
qui ont trouvé de nombreux usages en recherche et dans 
le domaine du diagnostic [6, 7]. Dans le cas présent, il 
s’agit d’exploiter leur capacité à se fixer spécifiquement 
en un point donné de l’ADN cellulaire, et à y former une 
triple hélice qui déclenche, à son voisinage, les méca-
nismes d’excision et de réparation homologue (HDR, 
homology directed repair). Pour ce faire on utilise un PNA 
qui comporte deux parties reliées par un linker : la partie 
COOH-terminale (rappelons que la chaîne est de type 
peptidique) ouvre la double hélice et se fixe de manière 
classique (liaisons Watson-Crick) au brin complémen-
taire de l’ADN cellulaire (grâce à sa stabilité supérieure à 
celle du duplex ADN/ADN), tandis que la partie NH2-ter-
minale se fixe par liaison de type Hoogsteen1 à ce duplex 
(Figure 1). On a donc une ouverture locale de l’ADN, 
avec d’un côté une triple hélice très stable (appelée PNA 
clamp), de l’autre un simple brin non apparié. La pré-
sence de cette structure déclenche alors les mécanismes 
cellulaires d’excision, qui favorisent ensuite la recombi-
naison avec un segment d’ADN introduit en même temps 
que le PNA. La première démonstration remonte à plus 
de dix ans [8], mais l’efficacité de la modification était 
alors très faible, et il a fallu de nombreux perfectionne-
ments pour aboutir à des résultats permettant d’envisa-
ger des applications cliniques. L’un de ces changements 
consiste en l’allongement de la séquence du PNA à son 

1 Les liaisons hydrogènes dans les paires Hoogsteen impliquent une face de la 
purine différente de la face Watson-Crick et surtout les positions N7 et le groupe-
ment oxo ou amino en position 6.
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extrémité COOH pour ajouter quelques bases dénommées tail clamp qui 
forment une double hélice adjacente à la triple hélice, augmentent la 
spécificité et favorisent le déclenchement des mécanismes d’excision 
[9]. On passe ainsi du PNA au tcPNA (Figure 1).

Correction de la mutation F508del dans le gène CFTR

Il s’agit bien sûr de la plus fréquente des mutations responsables (à 
l’état homozygote) de la mucoviscidose, que l’on cherche à corriger par 
la méthode indiquée ci-dessus. Dans le travail que je vais brièvement 
décrire [3], les auteurs ont introduit une modification importante 
pour augmenter l’efficacité de la correction : ils utilisent des tcPNA 
qui ont été incorporés, en même temps que l’ADN « donneur » por-
tant la séquence corrigée, dans des nanoparticules biodégradables 
PLGA (poly[lactic-co-glycolic] acid) dont la surface a été modifiée 
en y conjuguant des peptides qui favorisent leur pénétration dans les 
cellules [10]. Cette combinaison leur permet de gagner un ordre de 
grandeur en efficacité de correction. Dans un premier temps, des cel-
lules d’une lignée d’épithélium bronchique humain portant la mutation 
ont été traitées par des nanoparticules contenant un tcPNA ciblé au 
voisinage de la mutation F508del ainsi qu’un ADN « donneur » long 
de 50 nucléotides et portant la séquence que l’on veut introduire. 
La fréquence de cellules corrigées (vues par PCR, et confirmées par 
séquençage) est d’environ 1 %, et pour les clones « corrigés », la fonc-
tion d’efflux de chlore est rétablie. Une deuxième série d’expériences 
utilisant les nanoparticules modifiées pour améliorer leur pénétration 
donne cette fois une efficacité de 7 %, qui peut être portée à 25 % 
par des traitements répétés : on arrive donc à des valeurs tout à fait 
respectables. Les auteurs sont alors passés aux expériences in vivo, 
sur la souris. Il existe en effet une lignée de souris portant la délé-
tion F508 dans le gène de la protéine CFTR murine ; leur phénotype 
(à l’état homozygote) est beaucoup moins marqué que chez l’homme 
mais néanmoins mesurable au niveau du transport du chlore. Il a fallu 
bien sûr redéfinir le tcPNA et l’ADN donneur en fonction des séquences 
murines ; les souris ont alors été traitées par application intranasale 
de nanoparticules PLGA modifiées contenant le tcPNA et l’ADN donneur. 
Des mesures non invasives ont alors montré un rétablissement partiel 
du transport du chlore ; un séquençage intensif (deep sequencing) de 
l’ADN d’épithélium nasal a montré un taux de correction de 5,7 % pour 
ce tissu, et de 1,2 % pour le poumon. Les différents témoins négatifs 
(notamment avec des tcPNA ciblant d’autres gènes) ont bien donné 
les résultats attendus. Enfin, un ensemble de tests approfondis recher-
chant des modifications parasites (off-target effects) ou des coupures 
non spécifiques n’ont montré aucun phénomène de ce type.
Au total, cet article détaillé et comportant de nombreux contrôles2 
montre de manière convaincante que la correction de mutations par 
ciblage de PNA est réalisable in vitro et même in vivo, avec une effica-
cité suffisante pour commencer à envisager des applications cliniques 
et une absence apparente d’effets secondaires. On aimerait cepen-

2 Sa gestation a d’ailleurs dû être difficile puisqu’il s’est écoulé près d’un an entre la soumission et 
l’acceptation par Nature Communications.

dant en avoir une démonstration dans un domaine où 
il y ait réellement correction d’une pathologie : c’est ce 
qu’apporte l’article suivant.

Correction de la bêta-thalassémie

Le deuxième article [4], paru fin octobre 20163, porte 
cette fois sur la correction chez la souris d’une mutation 
responsable de la bêta-thalassémie, la mutation IVS2-
654 située dans un intron, qui empêche l’épissage cor-
rect de l’ARN messager de la globine. Les réactifs utilisés 
sont pour l’essentiel les mêmes que dans l’article précé-
dent [3] à part une substitution en position gamma sur 
le PNA qui augmente encore son affinité pour l’ADN. Dans 
toute la première partie du travail, les auteurs utilisent 
des souris portant un transgène GFP (green fluorescent 
protein) dans lequel a été inséré l’exon 2 de la globine 
humaine (portant la mutation IVS2-654), de sorte que 
seules les cellules « corrigées » peuvent produire la 
protéine et présenter une fluorescence : on a ainsi un 
système rapporteur d’emploi aisé permettant de suivre 
la correction de la mutation. Le traitement ex vivo de 
cellules de moelle osseuse provenant de ces souris cor-
rige la mutation avec une efficacité de 1,6 % ; ce chiffre 
monte à 7,2 % si l’on sépare et traite les cellules expri-
mant à leur surface le marqueur CD117 qui  correspond 
à la protéine c-Kit. Si l’on traite alors les cellules par 
le ligand de c-Kit, la cytokine SCF (stem cell factor), 

3 Lui aussi un an après sa soumission.
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Figure 1. Fixation d’un PNA (en haut) et d’un tcPNA (en bas) sur 
l’ADN cellulaire. Le PNA ouvre le double brin, se fixe sur un brin 
en formant une double hélice Watson-Crick, et se replie grâce au 
linker (O-O-O) pour se fixer (en orientation parallèle) sur cette 
double hélice et former un triplex. « J » indique la pseudocyto-
sine qui remplace la cytosine et favorise la formation de la triple 
hélice. « O » figure une unité du linker flexible (acide 8-amino-
2,6-dioxaoctanoïque). PNA : peptide nucleic acids ; tc : tail clamp.
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Avec ce modèle souris qui semble très proche de la situation humaine, 
on obtient donc par un procédé simple (injection intraveineuse) la 
correction d’une proportion significative des cellules sanguines avec 
une récupération partielle du phénotype normal. On est donc assez 
proche d’une situation d’intervention clinique, même s’il reste bien 
des étapes à franchir avant d’en arriver là.

Une technique promise à un bel avenir ?

Voici donc une nouvelle approche qui permet de cibler un gène muté 
et de corriger l’anomalie qu’il porte, tout comme la technique CRISPR-
Cas9 [2]. Comme pour cette dernière, l’approche est générique : pour 
cibler un autre gène, il suffit de changer la séquence du PNA (et bien 
sûr, celle de l’ADN donneur). Un avantage important est que l’on 
n’introduit pas de nucléase dans les cellules traitées : le PNA se borne 
à ouvrir l’ADN en formant une triple hélice, et ce sont les mécanismes 
intrinsèques de la cellule (système d’excision et de réparation) qui 
vont se charger du reste. On peut donc espérer que les coupures para-
sites (effets off target) seront très peu fréquentes, et cela semble 
bien être le cas à voir les valeurs avancées [4]. Cela reste bien sûr 
à confirmer. Au passif de cette technique de genome editing, il faut 
noter que l’obtention d’une efficacité de quelques pourcents a néces-
sité de multiples mises au point, notamment un design sophistiqué 
des PNA (du PNA en deux parties reliées par un linker au tcPNA puis au 
gamma-tcPNA), et l’emploi de nanoparticules modifiées en surface 
pour assurer la pénétration des réactifs dans les cellules. Même si la 
synthèse de PNA peut être assurée par des entreprises4, la fabrica-
tion des entités très particulières employées dans ces travaux et leur 
inclusion dans des nanoparticules sophistiquées requièrent des com-
pétences pointues. Cela laisse penser que la mise en œuvre de cette 
méthode sera plus délicate que celle du système CRISPR, et qu’elle 
ne connaîtra pas la même diffusion. Néanmoins, la démonstration 
apportée par ces deux articles de son efficacité pour une correction 
in vivo de mutations délétères [3, 4] laisse à penser que nous n’avons 
pas fini d’entendre parler des PNA en thérapie génique. ‡

SUMMARY
A new toolbox for genome editing
A new approach, based on the use of peptide nucleic acid molecules 
to form triple helices and promote locus-specific recombination, 
demonstrates potential for in vivo gene correction at clinically signi-
ficant levels and may provide a promising avenue for gene therapy. ‡
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l’efficacité monte à 15 %. Les auteurs ont fait l’hypo-
thèse que SCF stimule la réparation d’ADN et ont vérifié 
expérimentalement ce point. À partir de ce moment, ils 
peuvent ajouter à leur protocole l’emploi de SCF (qui est 
commercialement disponible) et ainsi augmenter l’effi-
cacité de la correction.
La suite du travail est effectuée sur un modèle de sou-
ris thalassémique. Il s’agit d’animaux chez lesquels le 
gène murin de la bêta-globine a été remplacé par un 
gène humain portant la mutation IVS2-654. Les souris 
homozygotes ne sont pas viables, les hétérozygotes ont 
un phénotype thalassémique modéré avec des para-
mètres cliniques bien définis. Les animaux sont traités 
par quatre injections intraveineuses successives de SCF 
et de nanoparticules, espacées de deux jours. Seules 
les souris qui ont reçu des nanoparticules contenant 
le gamma-tcPNA et l’ADN donneur montrent une amé-
lioration mesurable de l’anémie (augmentation de la 
concentration d’hémoglobine, amélioration de la mor-
phologie des cellules sanguines, importante correction 
de la splénomégalie) (Figure 2). Le séquençage de la 
moelle osseuse totale montre une fréquence de cor-
rection proche de 4 %, avec une fréquence off target 
totale (pour les sept séquences les plus semblables 
à la séquence-cible) de 0,0032 %. Pour terminer, les 
auteurs ont également traité des cellules humaines 
CD34+ et obtenu une fréquence de correction de 5 % 
(et, off target, de 0,000012 % pour les six sites les plus 
homologues).

Figure 2. De gauche à droite, rate des souris normales, traitées 
avec des nanoparticules vides (contrôle), plus la cytokine SCF 
(SCF), avec l’ensemble des réactifs mais une séquence de PNA 
brouillée (scrambled, Scr), et avec l’ensemble des réactifs. 
On voit que la correction de quelques % des cellules réduit 
considérablement la splénomégalie. En bas, masse des rates 
(mg) (moyenne de 3 souris sauf pour WT). PNA : peptide nucleic 
acids ; SCF : stem cell factor ; WT : wild type (extrait partiel de 
la figure 4 de [4], licence © Creative Commons).
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L’ADN, quasiment inaccessible au début de cette période, intervient maintenant dans d’innombrables recherches, de l’écologie à 
l’anthropologie, sans oublier bien sûr la médecine dont il fait désormais partie intégrante. Nous pouvons aujourd’hui lire intégralement 

l’ADN d’une personne en quelques heures, et en tirer de précieuses informations pour 
la prévention et le traitement de nombreuses maladies – et nous n’en sommes qu’au 
début de cette nouvelle médecine ! 

Acteur mais aussi témoin de ces avancées, Bertrand Jordan fait ici un récit très 
personnel et sans langue de bois de sa vie avec l’ADN. Ce livre ne prétend pas être 
une histoire complète de la biologie moléculaire, mais il illustre son développement, 
révélant parfois le « dessous des cartes » grâce aux expériences vécues par son 
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