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Premiers vertébrés terrestres

2 Ma:

N * Vie terrestre depuis des milliards d’années

: Formation de la Terre
Dinosaures

Hominidés

ca. 380 Ma: / Mammiféres
nimaux
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I 4527 Ma:
Formation de la Lune

ca oo * 99,9% avant l'arrivée d’"Homo Sapiens

Apparition de la vie

ca. 3500 Ma:
Photosynthése

* Arrivée des hominidés - pendant 99,9%
du temps le code génétique était ignoré

ca. 2300 Ma:
Catastrophe de I'oxygéne




Histoire de I’ADN...

Phoebus Levene

Friedrich Miescher

Ilidentifie les composantes de LADN, soit les bases

adénine (A). thymine (T). Cytosine (C) et guanine (G)

ainsi qu'une molécule de sucre (désoxyribose) et un
groupe de phosphate.

Ilisole, a partir du noyau de globules blancs. une
substance quiilnomme nucléine, Cette substance est
composée de protéines et de ce qu'on appelle
aujourd'hui CADN (acide désoxyribonucléique).
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Rosalind Franklin

En collaboration avec Maurice Wilkins, elle prend des clichés

Apreés avoir regardé un des clichés de Rosalind Franklin, ils

Il élimine tous les composants de la bactérie causant la pneumonie, élaborent un modele chimique de la molécule d'ADN et sont les

- ¢ 2 - adiographiques i > 2 . - . . : .
sauf TADN. Malgreé tout. TADN peut toujours transformer une bactérie ; e e detf c'rlsLagx de‘;a ?;lec:!e d:DN i cl)l(c:est premiers a avancer, en avril 1953, qu'il s'agit d'une structure en
non-pathogéne en bactérie pathogéne, ce qui permet de démontrer CREYIID IS8 & ERCUR WXTUMMN (8 [ ey i) (D S Y ORUD A\ ON) double hélice

que 'ADN porte linformation génétique héréditaire. lacélebre Photo 51. montrent que les molécules JADN forment >
’ une structure hélicoidale. m’



Histoire de la « manipulation de 'ADN »

1977 : Séguencage Sanger

Proc. Netl. Aced. Sci. USA

Vol 74, No. 12, pp 4635467, Devember 1977

Biochemistry

DNA sequencing with chain-terminating inhibitors
(DNA poly b /b h #X174)

F. SANGER, §. NICKLEN, AND A. R. COULSON

Meducal Resrarch Counctl Laboratory of Molecular Biology. Cambuidge CB2 20H. England

Contributed by F. Sanger, October 3, 1977

1977-79 : Production de protéines

recombinantes par Genentech
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1984 : Human Genome Project

1990 : Début de I'identification des genes du génome humain
2003 : Séquencage du premier génome
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|dentifier les genes responsables
des maladies

Pour les modifier, un challenge : les
localiser
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« CRISPR-Cas9 » : Préambule

1987 : Identification de séquences en
palindromes dans le génome d’Escherichia Coli

2002 : Acte de Baptéme « CRISPR » pour
Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic repeats

2005 : Morceaux d’ADN intercalés sont des
morceaux de virus

2009 : Grace a l'industrie agro-alimentaire et a
I’équipe de Danisco, découverte que les souches
de Streptococcus thermophilus qui résistent le
mieux sont celles qui contiennent les CRISPR :
Notion d'immunité bactérienne

2009 — 2012 : Ces palindromes sont liés a une enzyme qui agit comme des ciseaux « Cas9 » et
permet de protéger la bactérie en cas de nouvelle attaque virale




2012 : La revelation

e Jenifer Doudna (Berkley, USA), Emmanuelle Charpentier (Umea,
Suede) & Danisco

1. Les "ciseaux' sont constitués 2. Une enzyme P .
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Crispr-Cas9 : Les débuts d’une success story

e 2013 : Premiers succes sur des cellules humaines
e 2013-2018 : Montée en puissance de l'ingénierie génomique
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Extraction du nombre d’articles « CRISPR » (Pubmed 2021)



Crispr-Cas9 : Les défis de demain
* Soigner les maladies génétiques

 Comprendre le fonctionnement de mécanismes humains inexplorés
en utilisant les modeles animaux ou de substitution

e Dresser la carte des maladies mentales : importance des séquences
régulatrices et des maladies multigéniques



Crispr-Cas9 : La success story (1)

e Soigner les maladies génétiques : Myopathie de Duchenne
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Crispr-Cas9 : La success story (1)

e Soigner les maladies génétiques : Myopathie de Duchenne
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- Correction embryonnaire des mutants par CRISPR-CAS9
- Implantation d’embryons corrigés

- Au moins 40% de cellules corrigées + muscles parfaitement normaux

Long C et al. Prevention of muscular dystrophy in mice by CRISPR/Cas9-mediated editing of germline
DNA. Science. 2014;345(6201):1184-1188.



Crispr-Cas9 : La success story (2)

* Soigner les maladies génétiques : la tyrosinémie
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Sur le plan clinique :
Apparition dans les premiers mois de vie :
- Vomissements

- (Edemes

- Ascite

- Hépatosplénomeégalie

- Hypoglycémie

- Troubles de la coagulation



Crispr-Cas9 : La success story (2)

* Soigner les maladies génétiques : la tyrosinémie
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- Retour de 'activité dans 0,5% des cellules qui proliferent pour représenter au bout de quelques mois 1/3 des hépatocytes

et rétablir une fonction hépatique

Yin H, Song CQ, Dorkin JR, et al. Therapeutic genome editing by combined viral and
non-viral delivery of CRISPR system components in vivo. Nat Biotechnol.
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2020 : La consécration




Les defis de demain (1)

* Dépasser la barriere des anticorps :

* 65379 % de |la population en possession d’anticorps contre les protéines de type CRISPR-
Cas9

* 46 % de la population possederait aussi des globules blancs spécifiguement dirigés
contre ces protéines

e Dépasser l'effet off-target :
* Autres modifications non désirées en d'autres endroits du génome
* Pour une modification souhaitée avec I'enzyme Cas9, les chercheurs peuvent se retrouver

avec des dizaines de modifications "off-target" (hors-cible)
e Cas de I'Université Sun Yatsen dans la province du Guangdong (Chine), modification d’embryons
humains dans le cadre de |la beta-thalassémie : autres modifications ++
* Améliorations du systeme CRISPR-Cas9 permettant de diminuer ces effets indésirables :
défis de demain et sujet d’intérét de nombreux laboratoires



Les défis de demain (2)

"Une revolution qui va secouer la planete, a une profondeur
dont on n'a méme pas idee." André Choulika, CEO de Cellectis

e Estimer les conséquences éthiques, génétiqgues et environnementales :

* Premier enjeu : Conséquences éthico-génétiques
» Utilité de la technique CRISPR +++

* Modifications somatique et germinale doivent étre distinguées : scandale des embryons humains
« normaux » modifiés en Chine et « perdus de vue »

* Modification des cellules germinales = Eugénisme ++ (Interdit par la Convention d’Oviedo)

e Evolution de la technique pour que Cas9 ne soit plus qu’un radeau d’ancrage a une enzyme
corrective

Convention pour la protection des droits de 'Homme et de la dignité de I'étre humain en rapport avec les applications de la biologie et de la médecine. Elle a été signée le 4 avril 1997 a Oviedo, en Espagne



Les défis de demain (3)

"Une revolution qui va secouer la planete, a une profondeur
dont on n'a méme pas idée." André Choulika, CEO de Cellectis

» Estimer les conséquences éthiques, génétiques et environnementales :
Cellules somatiques Cellules germinales

Soigner les futures
générations ?

Soin Médecine

Eugénisme ?

Amélioration Chirurgie esthétique « Baby design »




Les défis de demain (4)

"Une revolution qui va secouer la planete, a une profondeur
dont on n'a méme pas idee." André Choulika, CEO de Cellectis

» Estimer les conséquences ethiques, génétiques et environnementales :

* Second enjeu : Conséquences environnementales
* Eradiquer la dengue, Zika et le paludisme par la dissémination de moustiques stériles
Reproduction impossible des especes porteuses des maladies
Durée de vie limité : nécessite une libération répétée
Impact sur la biodiversité et la chaine alimentaire ?

Transmission éventuelle de genes modifiés a d’autres especes qui pourrait éradiquer des
especes vitales pour I’homme comme les abeilles



Conclusion

* Potentiel incontestable de la technologie CRISPR-Cas9

* Des « ciseaux genetigues » a ne pas mettre entre toutes les mains
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