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Introduction

L’édition génique, en particulier avec la technologie CRISPR/Cas9 (Répétitions
palindromiques courtes espacées de maniére réguliere/endonucléase associée a CRISPR 9), a
révolutionné la biologie moléculaire et la médecine en ouvrant de nouvelles perspectives pour
le traitement de nombreuses pathologies. Depuis les premieres avancées de la thérapie génique
dans les années 1960, I’idée de corriger des anomalies génétiques a €volué pour devenir un
domaine de recherche florissant et prometteur. Parmi les outils émergents, CRISPR/Cas9, grace
a sa précision et sa flexibilité, s’est imposé comme une technologie de choix, offrant des

possibilités d'intervention inédites sur le génome.

Dans cette thése, nous aborderons tout d'abord I'historique de la thérapie génique, un champ
en constante eévolution, avant de nous concentrer sur CRISPR/Cas9 et son mécanisme.
Nous présenterons ensuite une ¢tude de cas détaillant 1’utilisation de cette technologie pour
traiter une pathologie héréditaire spécifique, illustrant ainsi son potentiel thérapeutique.
Cette étude de cas est consacrée a l'application concrete de la technologie CRISPR/Cas9 dans
le cadre du traitement des dystrophies rétiniennes héréditaires, en particulier la rétinite
pigmentaire autosomique dominante. S’appuyant sur des travaux scientifiques auxquels j’ai
activement contribué, cette partie explore 1’utilisation de CRISPR/Cas9 pour cibler et inactiver
les mutations génétiques responsables de la production de protéines toxiques, entrainant la
dégénérescence rétinienne.
Gréace a une approche sur des modeles murins, ce travail a permis de démontrer que I'édition du
génome pouvait intervenir efficacement sur la rétine, ouvrant ainsi la voie a des stratégies
thérapeutiques potentiellement curatives. Cette étude pratique illustre le potentiel de
CRISPR/Cas9 dans un contexte thérapeutique spécifique, tout en soulignant les défis

techniques a relever, notamment dans I’administration ciblée de cette thérapie génique.

En élargissant ce contexte, nous examinerons également ses autres applications dans des
domaines tels que I’oncologie, le traitement des maladies neurodégénératives et la virologie,
qui sont des secteurs ou CRISPR/Cas9 a également montré des résultats prometteurs.

Enfin, nous explorerons les enjeux liés a cette technologie, en particulier les défis
réglementaires et éthiques qu’elle souléve. Alors que la capacité de modifier le génome offre

des solutions thérapeutiques révolutionnaires, elle entraine aussi des questionnements profonds



sur les limites de I’intervention humaine dans la nature, la sécurité des manipulations génétiques

et leur impact a long terme.

Ce panorama global nous permettra de mieux comprendre non seulement les potentialités de
I’édition génique mais aussi les responsabilités qui en découlent dans le cadre de la médecine

moderne.



1. Historique de la thérapie génique

La thérapie génique a beaucoup évolué depuis ses debuts dans les années 1960.
Initialement congue pour traiter les maladies génétiques par la modification de génes, elle a
connu des avancées majeures, souvent marquées par des percées scientifiques, des défis
éthiques et des controverses. Son développement est étroitement lié aux progrés en biologie
moléculaire et en virologie. Pour saisir son histoire, il faut examiner les événements clés, des

premiéres expériences aux essais cliniques chez I'nhomme et aux défis du tournant du millénaire.

Premiéres découvertes et preuves de concept

En 1961, Kraus fut I'un des premiers a démontrer la possibilité d'ajouter de 'ADN
étranger dans des cellules humaines. Dans cette expérience pionniére, un géne de I'hémoglobine
A, extrait d'un patient drépanocytaire (qui produit de I'hémoglobine S), a été incubé avec des
progeniteurs érythrocytaires. Apres dix jours, une fraction d'hémoglobine normale a été
observée, bien que la maladie n'ait pas été corrigée, car les différentes sous-chaines
d’hémoglobine se sont combinées pour former des hémoglobines anormales. Cette étude a
marqué une étape cruciale, bien que limitée, dans la démonstration de la faisabilité de la thérapie
génique (1).

L'année suivante, en 1962, Wactaw et Szybalski ont franchi une nouvelle étape en démontrant
pour la premiere fois une modification génétique definitive et transmissible aux genérations
suivantes dans une lignée de cellules humaines. Inspirés par les découvertes sur la modification
génomique des bacteéries infectées par des virus (2), ils ont introduit de I'ADN étranger dans des
cellules humaines, utilisant du simple ADN nu comme vecteur. Leur expérience portait sur des
cellules déficientes en enzyme hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HGPRT),
incapables de survivre dans un milieu hypoxanthine-aminoptérine-thymidine (HAT) sélectif.
En introduisant I'ADN isolé de cellules saines dans ces cellules dépourvues d'HPRT, ils ont
réussi a restaurer leur capacité a survivre. Cette expérience a non seulement validé la possibilité
de transférer un gene, mais elle a également montré que ce géne est transmissible d’une

génération a la suivante (3).



Emergence de la thérapie génique virale

Au cours des années 1960, la compréhension des mécanismes de réplication virale progressa
grace aux travaux d'André Lwoff, lauréat du prix Nobel de médecine en 1965 (4) (5). Ces
avancées permirent de conceptualiser I'utilisation de virus comme vecteurs pour le transfert de
génes. Les rétrovirus, les adénovirus et les virus associés aux adénovirus (AAV) émergérent
comme des outils potentiels pour la thérapie génique.

En 1970, la découverte de la transcriptase inverse par Temin et Mizutani, ainsi que par
Baltimore, permit une avancée majeure dans le domaine. Cette enzyme, capable de synthétiser
de I'ADN a partir d'une matrice d'/ARN, a non seulement permis de mieux comprendre le
mécanisme de réplication des rétrovirus, mais elle a également ouvert de nouvelles perspectives
pour la thérapie génique, en particulier pour l'utilisation des rétrovirus comme vecteurs (6) (7).
En 1972, I'equipe de Paul Berg a realisé le premier clonage d'un géne, en insérant le génome
viral du virus simien 40 (SV40) chez Escherichia coli. Cette expérience a marqué le début de
I'ere de 'ADN recombinant, en permettant l'insertion fonctionnelle de nouveaux segments
d'’ADN dans des cellules procaryotes puis dans les cellules de mammiféres. Cette avancée a été
suivie en 1973 par les travaux de Stanley Cohen et Herbert Boyer, qui ont perfectionné la
technique de clonage en introduisant un géne de résistance aux antibiotiques pour sélectionner
les bactéries transformées, tout en utilisant des enzymes de restriction, marquant ainsi le début
de la transgénése (8) (9).

L'année 1974 a vu la création du premier animal transgénique par Rudolf Jaenisch et Beatrice
Mintz, qui ont modifié un embryon de souris avec le vecteur S\V40, montrant ainsi que les génes

acquis pouvaient étre transmis d'une génération a l'autre (10).

Ces travaux ont ouvert la voie a I'utilisation des virus comme vecteurs pour le transfert de genes
dans les cellules humaines et animales. Par la suite, d'autres virus, tels que les adénovirus (11),
et les AAV (12) ont été identifiés comme des candidats prometteurs pour la thérapie génique
en raison de leur efficacité et de leur sécurite d'utilisation, dues a leur faible immunogeénicité et
a leur incapacité de réplication. Ces découvertes ont jeté les bases de nombreuses avancées dans

le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Emergence de I’édition de géne

L’idée d’éditer les génes a émergé dans les années 1970 avec la découverte des enzymes
de restriction. Ces enzymes, d’origine bactérienne, permettent pour la premiére fois de couper
de fagon précise des séquences d’ADN a des sites spécifiques. Cette nouvelle technique facilite
I’assemblage de plusieurs segments d’ADN sectionnés, mais elle est limitée par la taille des
séquences pouvant étre ciblées et par le manque de spécificité des sites de reconnaissance a
I’échelle du génome (13).

Entre la fin des années 1990 et 2010, des méthodes plus avancées ont émergé tel que les
nucléases a doigt de zinc (ZFN) et les nucléases effectrices de type activateur de transcription
(TALEN).

Les ZFN sont des outils de modification génétique qui combinent deux composants principaux
pour introduire des changements spécifiques dans I’ ADN. Elles comprennent un domaine de
liaison a ’ADN constitué de motifs protéiques appelés « doigts de zinc » et un domaine
nucléase dérivé de I’enzyme de restriction Fokl. Les doigts de zinc sont des unités répétitives
capables de reconnaitre des séquences d'’ADN spécifiques, dont la longueur est généralement
comprise entre 9 et 18 paires de bases. Chaque doigt de zinc se lie de maniére spécifique a une
partie de la séquence cible, permettant une reconnaissance précise. Le domaine nucléase, quant
a lui, est responsable de la coupure de I’ADN ; il est dérivé de Fokl, une enzyme qui crée des
coupures double brin lorsqu’elle est dimérisée.

Les TALEN sont un autre type d'outil de modification génétique qui, comme les ZFN, utilisent
le domaine nucléase Fokl pour induire des coupures double brin dans I’ADN. Cependant, le
domaine de liaison a 'ADN des TALEN est basé sur des effecteurs TALE deérivés de la bactérie
Xanthomonas. Ces effecteurs TALE possedent des répétitions de 33 a 35 acides aminés qui
interagissent spécifiquement avec les paires de bases d’ADN grace a des résidus variables dans
chaque répétition. Cette structure répétitive permet une reconnaissance ciblée de séquences
d’ADN particuliéres (14).

Le potentiel de I'édition génétique a connu un tournant révolutionnaire en 2012 avec la
découverte par le Dr Emmanuelle Charpentier et le Dr Jennifer Doudna de la technologie
CRISPR et de son ARN guide (ARNg) programmable. Cette avancée sera examinée en détail
dans la section dédiée suivante (15).
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Progres dans les essais cliniques et premieres controverses

En 1979, Cline et ses collégues modifierent des cellules de moelle osseuse de souris en
y injectant un géne de résistance au methotrexate, montrant ainsi la faisabilité du transfert de
genes ex vivo (16). Cette expérience inspira Cline a tenter de corriger le gene de la béta-globine
chez des patients atteints de béta-thalassémie en 1980. Cependant, ses essais furent menés sans
autorisation et n’ont pas montré d’amélioration clinique. Cette expérience illégale mis en
lumiére la nécessité de la mise en place de régulations strictes par le NIH (National Intitute of
Health, USA) concernant la thérapie génique. (17) (18)
Enfin, le début des années 1980 a été marqué par la reconnaissance du potentiel des virus
comme vecteurs en thérapie génique. Les études pionnieres de Temin, Scolnick et Weinberg
démontrérent la capacité des rétrovirus a intégrer des génes thérapeutiques dans les cellules

cibles, établissant ainsi les bases des premiers essais cliniques (19) (20) (21).

Essais cliniques chez ’Homme et premiers succes

Au cours des années 1990, la communauté scientifigue a commencé a percevoir le
potentiel immense de la thérapie génique pour traiter diverses maladies, bien que les résultats
ne soient pas toujours a la hauteur des attentes initiales. Des études et essais ont été envisagés
pour des maladies comme le cancer, la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer, et méme
le VIH. Cette période a été marquée par un enthousiasme croissant (4).

En 1990, Blaese conduisit le premier essai clinique de thérapie génique approuvé par la Food
and Drug Administration (FDA) sur deux enfants souffrant de déficit en adénosine désaminase
(ADA-SCID), une maladie génétique rare entrainant une immunodéficience sévere, et cette
étude, publiée en 1995, demeure une référence importante pour les premieres étapes de la
thérapie génique humaine. L'ADA-SCID, caractérisée par une perte de fonction des
lymphocytes T et B, expose les patients a des infections récurrentes et a des pathologies
opportunistes, rendant la vie quotidienne extrémement difficile pour les personnes atteintes. Le
traitement consistait en une modification génétique ex vivo des lymphocytes T des patients pour
introduire le géne fonctionnel de I'ADA (Adénosine désaminase), en utilisant un rétrovirus
MoMLYV (Virus de la leucémie murine de Moloney) comme vecteur. Bien que les résultats aient
varié entre les patients, avec une efficacité de la réponse immunitaire différente, I'un des deux

enfants a montré une amélioration temporaire notable de son état de santé, confirmée quatre ans
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apres le début de I'étude, soit deux ans apres la derniére injection de cellules modifiées (22)
(23).

Difficultés et controverses dans les années 1990 et 2000

En 1999, I'enthousiasme pour la thérapie génique a subi un arrét brutal avec le déces
tragique de Jesse Gelsinger, un jeune homme participant a un essai clinique de phase | dirigé
par le Dr James Wilson. Cet essai visait a traiter des patients souffrant d'une déficience en
ornithine transcarbamylase (OTCD), une maladie génétique liée a I'X qui entraine une
détérioration progressive des fonctions cognitives. Cet essai clinique visait a corriger I’OTCD
par l'injection d'un adénovirus modifié.

Jesse Gelsinger a développé une réponse inflammatoire systémique aigué, suivie d'une
défaillance multiviscérale, entrainant son déces 98 heures apres l'injection. Ce déces, le premier
directement lié & un traitement de thérapie genique, a mis en lumiere les dangers potentiels de
I'utilisation de vecteurs viraux, méme lorsque les études précliniques semblaient prometteuses.
Les analyses post-mortem ont révélé des taux élevés d'interleukine 6 (I1L-6) et IL-10, indiquant
une réponse immunitaire innée exacerbée probablement due a une sensibilisation antérieure au

type d'adénovirus utilise (24) (25).

L'année 2000 a été marquée par un autre incident majeur dans le domaine de la thérapie génique,
lorsque des cas de leucémie ont été observés chez des patients atteints de SCID-X1 (déficit
immunitaire combiné sévere lié a I'X), traités a I'HOpital Necker-Enfants Malades a Paris. Cet
essai avait initialement montré des résultats prometteurs en restaurant les fonctions
immunitaires des patients. Cependant, il a entrainé des effets indésirables trés graves causés par
des intégrations du vecteur rétroviral pres de proto-oncogeénes, entrainant leur activation et le

développement de leucémies (26) (27).

Premiers succes et reconnaissance mondiale

En octobre 2003, la Chine franchit une étape importante dans I'histoire de la thérapie génique
et devint le premier pays a approuver la commercialisation de ce type de traitement par la
NMPA (Administration Nationale des Produits Médicaux, Chine) (28).
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Ce traitement, connu sous le nom de Gendicine, a été développé par la société Shenzhen
SiBiono GenTech. Gendicine est congu pour traiter le carcinome de la téte et du cou, une forme
agressive de cancer, en utilisant un vecteur adénoviral recombinant portant le gene codant pour
la protéine p53. Cette protéine, aussi connue sous le nom de « gardien du génome », joue un
role crucial dans la régulation du cycle cellulaire, notamment en induisant 1’apoptose chez les
cellules endommagées pour empécher leur prolifération. Elle est mutée dans de nombreux
cancers, permettant une croissance incontrélée (29).

Apres cing ans d'essais cliniques, le seul effet secondaire observé fut une fiévre transitoire.
Combiné avec la radiothérapie, ce traitement a permis de réduire de 64 % les tumeurs de stade
avancé.

Ce succeés marqua une étape importante, démontrant la viabilité commerciale de la thérapie

génique et son potentiel a transformer la médecine.

En 2010, une avancée significative fut réalisée avec la guérison de la béta-thalassémie
par thérapie géenique, marquant I'un des premiers succés de guérison d'une maladie génétique
grace a cette technologie. Cavazzana et al., dans son étude publiée dans Nature, a utilisé un
lentivirus modifié pour introduire une version fonctionnelle du géne codant pour la béta-globine
dans les cellules souches hématopoiétiques des patients (30).

La béta-thalassémie est une maladie génétique causée par des mutations dans le géne de la béta-
globine, entrainant une production insuffisante de globine et des besoins en transfusions
sanguines fréquents. La thérapie génique a permis d'atteindre une rémission durable chez les
patients, avec une amélioration notable chez ceux souffrant des formes les plus graves de la
maladie. Apres une ablation chimique de la moelle osseuse et la réinjection des cellules
modifiées, tous les patients porteurs de la forme la plus commune (BE/BO) ont cessé leurs
transfusions, et trois des neuf patients atteints de la forme la plus grave (B0/B0) ont également

pu arréter les transfusions (31).

En 2011, une autre avancée importante a été réalisée avec l'approbation d'un essai de thérapie
génique pour I'némophilie B, dirigé par Nathwani et al. Ce traitement utilisait un vecteur AAV
pour delivrer le géne du facteur 1X, essentiel a la coagulation sanguine, dans le foie des patients
(32).

L'étude a montré qu’une injection unique de ce vecteur AAV était efficace pour restaurer les
niveaux d’expression du facteur IX et réduire les épisodes hémorragiques chez les patients

atteints d'hémophilie B sévére. Les résultats ont révélé une augmentation stable des taux de
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facteur I1X et une diminution significative des saignements, permettant a quatre patients de
cesser définitivement les injections et a deux autres de réduire considérablement leur fréquence
d'injection, méme des années apres le traitement. Les effets secondaires étaient principalement
une élévation transitoire des enzymes hépatiques, gérée avec des corticoides sans compromettre
le traitement (33).

Premiére thérapie génique approuvée en Europe

En 2012, la thérapie génique a fait son entrée sur le marché européen avec l'approbation
de Glybera® (alipogéne tiparvovec) pour le traitement de la déficience en lipoprotéine lipase
(LPL), aussi appelée hyperchylomicronémie familiale. Ce déficit en LPL est un trouble
métabolique autosomique récessif rare qui se caractérise par la production d'une LPL non
fonctionnelle, entrainant une accumulation de lipoprotéines riches en triglycérides dans le
plasma. Cette hypertriglycéridémie sévere peut provoquer des pancréatites aigués, se
manifestant par des douleurs abdominales intenses (34). Développée par Amsterdam Molecular
Therapeutics et Uniqure, cette thérapie utilise un vecteur AAV pour introduire le géne codant
pour la lipoprotéine lipase dans les cellules musculaires, améliorant ainsi le métabolisme des
triglyceérides (35).

Malgré I'approbation par I’Agence européenne des médicaments (EMA) en juillet 2012,
Glybera® a été retirée du marché en avril 2017 en raison du colt élevé du traitement et des
difficultés a démontrer une persistance clinique significative de I'effet chez un nombre restreint
de patients. La thérapie a montré une correction rapide des niveaux de triglycérides
plasmatiques et une diminution des épisodes de pancréatite, mais les défis éthiques et

réglementaires liés aux traitements pour maladies extrémement rares ont limité son adoption.

En 2015, la thérapie génique a franchi une nouvelle étape avec I'approbation de la
premiere thérapie génique oncologique, Imlygic® (talimogéne laherparepvec), pour le
traitement du mélanome avancé et métastatique non résécable. Développée par Amgen, cette
thérapie utilise un herpes virus modifié pour cibler et détruire les cellules tumorales tout en
stimulant la réponse immunitaire contre les tumeurs (36).

Imlygic® est un virus oncolytique qui se réplique spécifiquement dans les cellules tumorales,

provoquant leur destruction et libérant le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et
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de macrophages (GM-CSF) pour recruter des cellules immunitaires et améliorer la réponse anti-
tumorale. Les résultats des essais cliniques de phase 3 ont montré une réduction des lésions
tumorales dans 64 % des Iésions traitées, avec une rémission complete dans 47 % des lésions

traitées, tout en étant bien toléré.

Premier essai clinique avec CRISPR-Cas9

En 2016, un tournant majeur a été atteint avec le premier essai clinique utilisant la
technologie CRISPR-Cas9 pour modifier, ex vivo, des cellules T chez des patients atteints de
cancer. Ce projet, dirigé par le Dr Edward Stadtmauer a I'Université de Pennsylvanie, a été
approuveé par le NIH en juin 2016. L'essai visait surtout a évaluer la sécurité et la faisabilité de
la modification génétique des cellules T pour traiter des cancers avancés et réfractaires, comme
le myélome multiple.

L'étude, publiée dans Science, a implique trois patients qui ont recu des cellules T modifiées ex
vivo avec CRISPR-Cas9 pour supprimer les génes codant les récepteurs des cellules T (TCR)
endogeénes, tout en introduisant un TCR transgene spécifique de la reconnaissance des cellules
tumorales (nommé NY-ESO-1) (37) (38).

En paralléle, le gene PD-1 a été supprimé pour améliorer la réponse immunitaire contre la
tumeur. Les cellules modifiées ont été réinjectées aux patients qui ont montré une persistance
des cellules T modifiées jusqu'a neuf mois et une réponse immunitaire minimale aux cellules
modifiées. Bien que l'un des patients soit décéde en 2019 en raison de la progression de son
myélome, les résultats ont démontré la faisabilité de I'édition génomique avec CRISPR
appliquée en oncologie, avec une stabilisation de la maladie et une réduction des tumeurs chez

les autres patients.

En 2020, un essai clinique révolutionnaire a été mené avec l'injection directe de CRISPR-Cas9
dans les yeux de patients atteints d'amaurose congénitale de Leber, une maladie dégénérative
rétinienne causée par une mutation du gene CEP290. L'étude, dirigée par Pierce et al., a été
publiée dans The New England Journal of Medicine (39).

L'essai a impliqué I'injection d'une seule dose de CRISPR-Cas9 directement dans I'ceil le plus
malade de douze patients adultes et deux enfants. L'objectif était de corriger une mutation
spécifique dans l'intron 26 du géne CEP290. Les résultats principaux ont mis en évidence une

sécurité du traitement, sans effets indésirables liés a la thérapie ou a la procédure. Parmi les
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résultats notables, six patients ont montré une amélioration significative de leur qualité de vie
en relation avec leur vision. Ce premier essai d'injection directe de CRISPR chez des patients a
ouvert de nouvelles perspectives pour le traitement des maladies génétiques avec des

interventions directes et ciblées dans le génome.

En 2023, la thérapie génique utilisant la technologie CRISPR-Cas9 a franchi une nouvelle étape
décisive avec l'obtention d'approbations réglementaires majeures. En novembre 2023, la
MHRA (Medicines and Healthcare Products Regulatory Agency) du Royaume-Uni a donné son
feu vert, suivie en décembre par les autorités américaines (FDA) et européennes (EMA). Cette
approbation a permis le lancement clinique de la thérapie génique CRISPR-Cas9 pour traiter la
béta-thalassémie, une maladie génétique grave (40).

Le traitement approuve, Casgevy® (ou exagamglogene autotemcel), utilise CRISPR-Cas9 pour
I'édition génomique ex vivo des cellules souches hématopoiétiques autologues. Ce procédé
permet de corriger les anomalies génétiques directement dans les cellules du patient, offrant
ainsi une alternative viable pour les patients atteints de ces maladies.

Casgevy® s'adresse aux patients de 12 ans et plus souffrant de béta-thalassémie, une condition
qui nécessite, dans les cas les plus graves, des transfusions sanguines réguliéres et pour laquelle
la greffe de cellules souches est souvent compliquée en raison de l'absence de donneur HLA-
compatible. En corrigeant les mutations génétiques responsables de la béta-thalassémie,
Casgevy® offre une solution thérapeutique prometteuse.

Les essais cliniques ont confirmé que Casgevy® est non seulement efficace, mais aussi sdr. Les
résultats ont montré que ce traitement pouvait corriger les anomalies génétiques sans induire de
cas de rejet de greffe, un enjeu crucial pour les traitements basés sur des cellules souches
modifiées. Ces approbations et resultats marquent un tournant important dans la thérapie
génique, offrant de nouvelles perspectives pour le traitement de maladies génétiques graves

jusqu'alors difficiles a traiter par d'autres moyens.

L'histoire de la thérapie génique est marquée par des avancées scientifiques spectaculaires, des
défis éthiques et des controverses, mais aussi par des succes qui ont transformé la médecine
moderne. Malgré les obstacles, les progres réalisés depuis les premiéres preuves de concept des
années 1960 jusqu'aux approbations récentes montrent que la thérapie génique est devenue une
réalité tangible, offrant de nouvelles perspectives pour le traitement des maladies génétiques et

au-dela.
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2. CRISPR/Cas9

La thérapie génique représente une avancée majeure en medecine moderne. Elle offre
I'espoir de traiter des maladies jusque-la incurables en intervenant directement sur le matériel
génétique. En insérant, supprimant ou modifiant des genes dans les cellules, cette méthode
cherche a corriger les anomalies a leur source, offrant ainsi des solutions potentielles pour de

nombreuses maladies génétiques et méme certaines pathologies acquises.

Une avancée trés marquante dans ce domaine a été l'introduction de CRISPR-Cas9, un
outil révolutionnaire d'édition du génome qui offre une précision, une rapidité et une efficacité
inégalées. Contrairement aux techniques antérieures, CRISPR-Cas9 permet de cibler avec une
grande précision des séquences d'’ADN spécifiques, d'introduire des coupures et de corriger des
mutations génétiques avec une exactitude jamais atteinte auparavant. Grace a sa capacite a
modifier des genes avec une relative facilité, CRISPR-Cas9 ouvre la voie a un éventail
d'applications thérapeutiques potentiellement illimitées. Ces applications s'étendent de la
correction de mutations responsables de maladies génétiques rares a la modification de cellules
immunitaires pour combattre des cancers récalcitrants, et méme a I'éradication de réservoirs

viraux dans le cadre d'infections chroniques.

CRISPR/Cas9 est un systeme qui permet de modifier précisément le code génétique,
dérivé d’un mécanisme présent naturellement chez les bactéries et les archées, agissant comme

un systéme immunitaire adaptatif.

La premiére apparition de CRISPR dans la littérature remonte a 1987.

Ishino et al. décrivent cet élément génomique, caractérisé par un motif répété séparé par des
fragments d’ADN étranger chez Escherichia coli, sans en predire la fonction biologique (41).
En 1993 cet élément génomique est décrit chez les Archées avec une haute conservation de
séquences (42). A ce jour, il n’a été observé chez aucun eucaryote (43).

En 2005 I’hypothese finale de son rdle chez les bactéries et les archées est émise. Ces structures
joueraient le role de systéme immunitaire par réponse immunitaire adaptative (44).

Au fil des ans ces séquences prennent différentes dénominations selon les chercheurs qui les
étudient. En 1993 on les retrouve sous le nom de SRSRs pour répétitions courtes espacées
régulierement, puis en 2001 sous le nom LCTRs pour longues séries de répétitions en tandem
(45).
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C’est en 2002 qu’un nom unique est proposé par le Dr Jansen et son équipe : CRISPR pour
« Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats » ou Répétitions palindromiques
courtes espacees de maniéere réguliére en frangais, un nom géenérique aujourd’hui accepteé par la

communauté de scientifiques travaillant dessus (46).

Cette dénomination regroupe toutes ses caractéristiques structurales.

Ces élements génomiques sont composés de sequences rassemblées en groupement dans des
régions intergéniques au sein d’une méme région. Les éléments espacés, appelés « spacers »,
sont des courts fragments d’ADN d’origine virale ou plasmidique. Les spacers sont divisés par

des petites répétitions palindromiques non conservées d’environ 30-40 paires de bases (47).

La découverte de son role émerge au milieu des années 2000. En 2007, une premiere expérience
sur son mécanisme d’action est menée par le Dr Barrangou et son équipe sur Streptococcus
thermophilus (48). L’acquisition de nouvelles séquences spacers dans le loci CRISPR a été mise
en évidence apres ’infection par un bactériophage. Cette expérience démontre le réle de
CRISPR comme systéme immunitaire a réponse adaptative. La bactérie utilise ce mécanisme
pour insérer une séquence du phage dans les régions spacers de son génome et ainsi garder une

trace de son infection et I’utiliser comme mémoire immunitaire.

La description de son mécanisme d’action et sa structure détaillée résulte de I’addition d’années
de travaux par des équipes de recherche du monde entier dans les années 2000 et 2010. La
compréhension des différents éléments la constituant est la clé permettant d’apprécier sa

dynamique ainsi que les différentes applications possibles.

Le mécanisme d’action de CRISPR repose sur la transcription du loci CRISPR, qui donne d’une
part la protéine Cas, qui porte I’activité enzymatique, et des séquences d’ARN régulatrices
d’autre part.

Ces molécules se complexent pour former un ensemble fonctionnel capable de cibler une
séquence d’ADN, par complémentarité, avec une trés grande précision et de I’éditer en

effectuant une coupure du double brin ciblé. Ce complexe est nommé ribonucléoprotéine.

La protéine Cas est une endonucléase, une enzyme capable de couper les liaisons

phosphodiesters au sein d’une molécule d’acide nucléique. Elle peut intervenir sur des
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séquences ADN et ARN. La plus couramment utilisée pour 1’édition de geéne est la Cas de

Streptococcus pyogenes, la spCas9, di a son efficacité et spécificité (49).

Sa structure spéciale est composeée de deux lobes ayant des propriétés fonctionnelles distinctes :
un lobe de reconnaissance de la cible nommé REC, permettant de localiser précisément la
séquence cible dans le génome ; et un lobe portant I’activité nucléase NUC qui contient les
domaines enzymatiques capables de couper I’ADN. Il comprend deux domaines distincts HNH
et RuvC, qui agissent ensemble pour créer la cassure double brins. HNH se lie au brin
complémentaire de I’ARN guide (ARNQ) et le coupe. RuvC est catalyse par HNH et est
responsable de la coupure de 1’autre brin (50) (49).

En 2008, une premiére séquence d’ARN est décrite : I’ARN associé a CRISPR (ARNcr). Il
s’agit d’une petite molécule d’ARN, transcrite du loci CRISPR, responsable d’orienter la
ribonucléoprotéine vers la cible (51). Elle est indispensable a I’activité endonucléase (52) car
elle contient la sequence complémentaire de la séquence cible, indispensable pour reconnaitre
la séquence d’intérét et de s’y lier. La sequence cible est reconnue de fagon trés spécifique,
notamment par la présence du motif PAM (motif de reconnaissance du protospacer). Ce dernier
est composé des trois premiers nucléotides de la séquence cible et est indispensable a la

reconnaissance et a la coupure par la Cas (53) (Figure 1a).

a) Cas9 b) Cas9
crRNA
d "
ADN cible ADN cible
g T T
LIS AL JERLRAR N \\

Figure 1 : Structure et mécanisme de clivage de la Cas9 de Streptococcus pyogenes (spCas9).
a) Sa structure se divise en deux lobes fonctionnels distincts : le lobe de reconnaissance de la
cible (REC), localise précisément la séquence cible dans le génome, et le lobe nucléase (NUC)

contenant les domaines enzymatiques HNH et RuvC. Le domaine HNH coupe le brin
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complémentaire a I’ARNecr, tandis que le domaine RuvC, assisté par HNH, se charge de couper
I’autre brin, générant ainsi une cassure double brin dans I'ADN. Le motif PAM est indispensable
au ciblage de la Cas sur la cible. b) L’ARNg remplace I’ARNcr et I’ARN CRISPR trans-activé

(ARNtracr), pour la reconnaissance et la stabilisation de la Cas sur la cible.

Une abondance de Cas est retrouvée dans différentes especes de bactéries et d'archées,
et sont classees en plusieurs catégories selon leurs caractéristiques.
Elles sont réparties en deux classes, la classe 1 et 2 ; la classe 1 regroupe les sous types I, 111 et
IV, eux-mémes divises en plusieurs sous types ; la classe 2 regroupe les sous types I, V et VI
(47).
La différence majeure entre la classe 1 et 2 est la structure de la Cas. Les Cas de classe 1 sont
un complexe de plusieurs protéines, contrairement a celles de classe 2 ou les Cas sont des
protéines uniques a multi-domaine. Les différentes Cas sont classées en sous-type selon leur
molécule cible, ADN, ARN ou ADN et ARN. Cette propriété des Cas de classe 2, les rend les

plus simples d’utilisation pour 1’édition de génes (43) (Figure 2).

‘ CRISPR-Cas I
Classe 1 Classe 2
Type I Type 111 Type IV Type II Type V Type VI
Moléeule | ApDN ADN/ ADN ADN ADN/ ARN
Cible ARN ARN
Cas9 Cas12 Cas13
Effecteur multiprotéique Effecteur a protéine unique

Figure 2 : Classification traditionnelle des systemes CRISPR-Cas. Adapté de (43)
La derniére piece du puzzle, I’ARNtracr, a été décrite quelques années plus tard : c’est

une petite molécule d’ARN nécessaire a I’interaction entre I’ARNcr et la protéine Cas et

stabilise le complexe (15).
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Ces ARN et la séquence d’ADN ou ARN cible occupent I’espace chargé positivement a

I’interface avec les deux lobes.

En 2012 les équipes d’Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna ont mis au point, in vitro,
la combinaison de I’ARNcr et de I’ARNtracr formant une molécule d’ARN chimérique,
I’ARNg (54) (Figure 1b).

La capacité de concevoir in vitro un seul ARNg simplifie ’application de CRISPR pour
I’édition génétique dans les bactéries et les eucaryotes. Cette innovation révolutionne 1'édition
génétique en rendant cette technologie plus facile a utiliser. Leurs recherches seront

récompensées par le prix Nobel de chimie en 2020 (15).

L’édition de gene et ses différentes applications reposent sur les deux types de mécanisme de

réparation de ’ADN aprés la cassure double brin.

Pour la Cas9, on observe initialement la phase d’expression. Le locus CRISPR est transcrit, ce
qui donne I’ARN messager codant pour la Cas, le pré-ARNcr et I’ ARNtracr.

Le pré-ARNcr est traité par la Cas pour donner I’ARNcr mature. L’ARNcr et I’ARNtracr
s’assemblent. Ce complexe se lie a la Cas pour former la ribonucléoprotéine, préte a cibler la

séquence cible et la cliver en une cassure double brin (55).

A la suite de cette cassure double-brin, la cellule va réparer la séquence par différents
mécanismes d’action afin de préserver 1’intégrité de son génome. La réparation peut se faire

par recombinaison homologue (HR) ou par jonction d’extrémités non homologues (NHEJ).

La réparation par HR, répare sans erreur la séquence en utilisant le chromosome homologue
comme matrice. Ce mécanisme peut étre en thérapie génique en introduisant une séquence
choisie comme modéle, on va pouvoir cibler une séquence spécifique et la remplacer par une
séquence choisie. Cette technique permet, par exemple, de corriger un géne mutant en le

remplagant par une version normale.
La réparation par NEHJ répare la séquence coupée sans modele. La réparation se fait en

ligaturant directement les extrémités coupées. Elle n’est pas précise et introduit des erreurs de

différentes sortes comme un décalage du cadre de lecture ou un codon stop. Ces modifications
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de la séquence sont regroupées sous le terme d’insertions et/ou délétions, ou « indels ». Ce
mécanisme peut étre utilise volontairement pour inactiver un géne par exemple.

Ces deux mécanismes peuvent donc étre utilisés de différentes facon en thérapie génique ; par
exemple la HR peut étre utilisée pour corriger une séquence et la NHEJ peut étre utilisée pour
inactiver un géne (56). Leur utilisation va dépendre de plusieurs facteurs tels que le type
cellulaire et la phase du cycle cellulaire. La NHEJ est possible tout au long du cycle cellulaire

sauf lors des phases G2 et S ou la HR est plus observee (57).

Le systeme CRISPR/Cas se distingue des TALEN et des ZFN par sa simplicité et sa
polyvalence. Contrairement aux TALEN et ZFN, qui exigent la création complexe de protéines
spécifiques pour chaque cible, CRISPR utilise un seul ARNg pour cibler des sequences d'’ADN
précises, ce qui simplifie sa conception et sa modification. En termes d’efficacité de ciblage,
CRISPR est généralement plus performant, offrant des coupures précises grace a la spécificité
de ’ARNg, tandis que les TALEN et ZFN peuvent étre moins efficaces en raison des défis
associés a leur conception complexe.

Le colit de CRISPR est également inférieur, car le processus de conception et de mise en ceuvre
est plus simple, contrairement aux TALEN et ZFN dont les frais élevés résultent de la création
et de la production complexes des protéines. La flexibilité de CRISPR permet des modifications
génétiques multiples simultanées, alors que les TALEN et ZFN sont moins adaptables a ces
changements en raison des difficultés liées a la création de protéines spécifiques. Enfin,
CRISPR permet une mise en ceuvre rapide en laboratoire grace a la simplicité de I’ARNg, tandis
que les TALEN et ZFN nécessitent plus de temps en raison des nombreuses étapes de

production des protéines (58).

Bien que CRISPR-Cas9 se distingue par sa grande spécificité ainsi que sa facilité de conception
et d'utilisation, en faisant une technologie de pointe dans I'édition du génome, il est rare mais
possible que des mésappariements surviennent, entrainant des cassures double brins dans
d'autres séquences que la séquence cible. On parle d'effets hors cible ou off-target.

Les effets off-target de CRISPR-Cas9 se référent aux clivages involontaires de 'ADN a des
sites autres que celui vise par I'édition génomique. Ces effets surviennent lorsque le complexe
Cas9, guidé par un ARNg, se lie a des séquences d'’ADN qui ressemblent, mais ne correspondent
pas exactement, a la séquence cible. Cela est dl a la capacite du systeme CRISPR-Cas9 a tolérer
jusqu'a plusieurs mésappariements entre 'ARNg et I'ADN cible, en particulier dans les régions

éloignées de la séquence adjacente au motif PAM. En général, des mésappariements de 1 a 6
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paires de bases dans une séquence de 20 paires de bases peuvent suffire pour que Cas9 effectue
un clivage hors cible (59) (60).

Les effets off-target peuvent entrainer des conséquences indésirables, telles que des
réarrangements chromosomiques et des mutations involontaires, compromettant ainsi la
stabilité génomique et la fonction des genes. Ces événements sont particulierement
préoccupants dans le contexte des applications thérapeutiques, ou de telles altérations peuvent
mener a des effets secondaires graves ou a une perte d'efficacité du traitement.

Pour évaluer ces effets hors cible, diverses méthodes ont été développées. Tout d’abord la
prédiction in silico dont la premiére étape consiste a utiliser des algorithmes bio-informatiques
pour prédire les sites potentiels hors cible. Ces prédictions reposent sur I'identification de
séquences génomiques qui sont similaires, mais non identiques, a la séquence cible. Ces sites
prédits sont ensuite validés par des techniques expérimentales comme la PCR (Amplification
en chaine par polymeérase) et le séquencage des produits PCR pour détecter les clivages hors
cible.

Differentes methodes in vitro, utilisant le séquencage du génome aprés l'application de
CRISPR, sont couramment employées pour détecter les cassures double brin. Parmi celles-ci,
on retrouve par exemple le GUIDE-Seq, le CIRCLE-Seq et le SITE-Seq. Ces méthodes peuvent
étre réalisées soit en traitant directement les cellules en culture avec CRISPR puis en séquencant
leur ADN, soit en extrayant d'abord I'ADN, en le traitant avec CRISPR, puis en le séquencant.
L'identification précise et la quantification des effets off-target sont essentielles pour
comprendre les risques associés a l'utilisation de CRISPR/Cas9, notamment pour développer
des versions du systéeme ayant une spécificité accrue, minimisant ainsi les clivages hors cible et

leurs conseéquences potentiellement délétéres (61).
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3. Etude de cas sur une maladie neurodégénérative de la rétine

Sur la base du mécanisme et des avancées de la technologie CRISPR/Cas?9, il est crucial
de se tourner vers ses applications cliniques concretes pour apprécier pleinement son potentiel
thérapeutique. En tant qu'outil d'édition du génome, CRISPR/Cas9 permet une manipulation
précise des séquences d'/ADN, ouvrant la voie a des traitements innovants pour un large éventail
de maladies génétiques.

L'une des utilisations émergentes de CRISPR/Cas9 est le « gene silencing », ou inactivation de
geénes ; cette technique offre un vaste champ d'implications thérapeutiques, allant de I'étude des
fonctions génétiques a I'élaboration de traitements innovants pour diverses maladies. En
désactivant sélectivement des genes responsables de dysfonctionnements ou de pathologies, le
« gene silencing » ouvre la voie a des interventions précises pour des maladies causées par des
mutations toxiques ou des expressions géniques incontrélées. Mon étude de cas s'inscrit
précisement dans ce cadre, en explorant l'utilisation de CRISPR/Cas9 pour inactiver un gene
défectueux impliqué dans la rétinite pigmentaire, une dégénérescence rétinienne héréditaire,

illustrant ainsi I'une des nombreuses applications potentielles de cette technologie.

3.1 Le terrain d’étude

3.1.1 Larétine et les photorécepteurs

La rétine est I’un des tissus essentiels dans le mécanisme de la vision. Située dans la partie
postérieure de 1’ceil, elle est le lieu de la transformation de I’information lumineuse en
information électrique transmise au cerveau (Figure 3).

La rétine est organisée en couches de différents types cellulaires ; de I’intérieur a
I’extérieure, elle est composée des cellules ganglionnaires, cellules amacrines, cellules
horizontales et photorécepteurs (Figure 4). Ces différentes couches de cellules représentent la
rétine neurale. Cette derniéere repose sur un épithélium pigmentaire (RPE), qui forme la rétine
pigmentaire. L’ensemble formé par la rétine neurale et pigmentaire forme la rétine. Les
photorécepteurs, quant a eux, sont situés dans la couche la plus postérieure de la rétine.

La lumiére traverse les différentes couches de la rétine pour atteindre les segments externes des
photorécepteurs, c’est a ce niveau que le signal lumineux va étre traduit en signal électrique.
Ce signal va ensuite étre transmis a travers les différentes cellules de la rétine de 1’extérieur

vers l’intérieur, avant d’étre acheminé au cortex cérébral par le nerf optique. Il existe deux
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types de photorécepteurs : les cones et les batonnets. Leur répartition et fonction spécifique leur
permettent d’étre complémentaires et d’assurer la qualité et la précision de la vision.

Les batonnets, présents en plus grande quantité en périphérie, sont responsables de la vision
périphérique et de la vision de nuit. Les cénes sont présents en plus grande quantité au centre

de la rétine et sont responsables de la vision centrale et de la vision plus précise des détails.

Cornée Comnée

Iris Iris

Humeur
aqucuse Humeur

aqueuse

Muscles

ciliaires Choroide Choroide

Sclérotique Sclérotique

Muscles
ciliaires

Figure 3 : Schéma de coupe transversale de I’ceil humain et de 1’ceil de la souris.

La lumiére traverse la cornée puis est focalisée par le cristallin sur la rétine dans la partie
postérieure de 1’ceil. La partie centrale de la rétine humaine, appelée macula, a une densité plus
élevée en cone que le reste de la rétine avec une concentration maximale au niveau de la fovéa.
Cette région permet une vision de haute résolution. La partie périphérique est plus dense en
batonnets. La rétine de souris ne possede pas de fovéa ni de macula distincte. L'épithélium
pigmentaire rétinien (RPE) sépare la circulation sanguine choroidienne des photorécepteurs et
joue un réle important dans la fonction visuelle. Le cristallin est proportionnellement plus grand

chez la souris que chez I'homme en fonction de la taille de I'ceil. Adapté de (62)

26



''''''''''''''''' y  Epithélium pigmentaire
& ¢e/l¢jee|j0|0 (0|0 rétinien (RPE)

Cones
Bitonnets —+
Couche des segments externes
des photorécepteurs

OLM - .
. ] ONL
:| OPL
Cellules ==
horizontales
Cellules
bipolaires INL
Cellules ° ® ° »
amacrines =
IPL
Cellules AN =
ganglionnaires Y & A [ ® @ .
: i | GCL
v — I | NFL

Figure 4 : Schéma de la rétine et des différents types cellulaires.

De l’intérieur vers I’extérieur : la membrane limitante interne (ILM) ; la couche des fibres
nerveuses (NFL) ; la couche des cellules ganglionnaires (GCL) ; la couche plexiforme interne
(IPL) ; la couche nucléaire interne (INL) ; la couche plexiforme externe (OPL) ; la couche
nucléaire externe (ONL) ; la membrane limitante externe (OLM) ; la couche des segments
externes des photorecepteurs ; I'épithélium pigmentaire rétinien (RPE). Adapte de (63)

3.1.2 La rétinite pigmentaire autosomique dominante

Chez plus de deux millions de patients dans le monde, la rétine connait une dégénérescence
génétique progressive générant des troubles de la vision. La rétinite pigmentaire autosomique
dominante (adRP) est une de ces maladies liées a la vision. C’est une pathologie dégénérative
et héréditaire de la rétine touchant les photorécepteurs se traduisant chez les patients par une
perte progressive de la vision due a la dégénérescence des batonnets suivie de celle des cones
au long terme. Les premiers symptdmes sont la diminution de la vision périphérique et de la
vision de nuit, puis une perte progressive de la vision plus centrale pouvant aller jusqu’a la perte
totale de la vision. Dans environ 50% des cas le géne en cause n’a pas encore été identifi¢. Dans
les cas ou les genes sont identifiés, le gene avec la plus haute prévalence est le géne RHO codant
pour la rhodopsine (64).

A ce jour plus de 150 mutations de RHO ont été décrites, pouvant toucher n’importe quelle
partie de la séquence (65). Ces différentes mutations ont en commun d’aboutir a une mutation

gain de fonction (protéine toxique) et/ou dominant négatif qui sera la cause de la
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dégénérescence des photorécepteurs. C’est ce géne que nous ciblons dans le cadre de notre

étude de cas.
3.2 Les différents vecteurs pour CRISPR dans la rétine

3.2.1 Vecteurs viraux

L’utilisation de CRISPR/Cas9 dans la rétine a pour enjeu majeur sa vectorisation ; en
effet, la rétine est un tissu tres dense. Les vecteurs les plus communément utilisés pour la rétine
sont les AAV, ils vont amener CRISPR/Cas9 aux photorécepteurs sous la forme de son ADN
codant (ADNCc). Ce vecteur est celui qui a montré, a ce jour, la meilleure efficacité dans la rétine
mais ne reste pas sans limites et sans risques. La limite principale est la faible capacité
d’encapsidation de I’AAV, qui est de 4,7kb. L’ ADNc de la Cas9 du Streptococcus pyogenes
est de 4,2kb. Cette faible marge laissée pour les éléments régulateurs, rend difficile son
empaquetage (66). Le choix d’un promoteur tissu spécifique aux photorécepteurs est donc
d’autant plus restreint.

D’autres compromis sont a faire, par exemple, concernant le choix de la queue polyA
en fonction de la taille restante. Les risques liés a I’utilisation d’AAV sont la conséquence de
I’expression au long terme de CRISPR/Cas9 dans les cellules transduites. Elle peut entrainer
potentiellement plus d’effets hors cible et d’immunogénicité (67) (68). Les effets hors cible
sont des cassures double-brin sur des sites différents de la séquence ciblée, qui peuvent
représenter un danger selon leur localisation. De plus, I’insertion du génome viral dans le
génome de I’hote peut étre notamment facilité par la cassure double-brin (69) (70).

Le choix d’autres vecteurs viraux, tels que les adénovirus et lentivirus, n’est pas possible
pour cibler la rétine neurale du fait de leur plus grande taille et de la densité cellulaire de la
rétine qui rend mauvais le niveau de transduction (71). lls présentent également d’autres
inconvénients, comme une plus forte immunogénicité pour les adénovirus et une insertion plus

importante pour les lentivirus.

3.2.2 Vecteurs non viraux

Dans le but de prévenir les risques liés a une expression au long terme de la Cas9, il est
préférable d’exposer la Cas9 de fagon transitoire par son utilisation sous forme protéique
directement complexée a son ARNg. La protéine Cas9 liée a son ARNg est appelée « Cas9

RNP » (pour ribonucléoprotéine).

28



L’utilisation de vecteur lipidique pour délivrer la Cas9 RNP a déja été décrite dans la littérature
pour cibler le RPE (72) (73). Cependant, pour cibler la rétine neurale, cette méthode de
vectorisation a déja été testée dans de précédents travaux de notre équipe mais n’a montré
qu’une faible efficacité.

Enfin, dans I’étude menée par Staahl et al. de 2017, il a été montré que 1’utilisation de
Cas9 RNP sans aucun vecteur était possible dans le tissu cérébral. Ils ont démontré qu’une
activité d’édition est possible sans vecteur, en ajoutant des sequences de signalisation nucléaire
(NLS) (74). C’est cette méthode que nous testons dans notre étude, du fait d’une similarité

relative entre le tissu cérébral et la rétine neurale.

3.3 Objectif du projet

L’adRP est une maladie génétique provoquant la perte progressive de la vision et est
actuellement incurable. Dans les cas ou une mutation de RHO est responsable, cela entraine la
production d’une rhodopsine toxique, responsable de la dégénérescence des photorécepteurs.
Avec plus de 150 mutations décrites, I’inactivation mutation-indépendante de RHO par un outil
d’édition de gene tel que CRISPR/Cas9, associé a une supplémentation en gene RHO sain,
pourrait offrir une solution de thérapie génique pour le traitement de cette maladie.

Actuellement, les vecteurs viraux sont les plus utilisés pour le transfert des outils
d’édition de gene tels que CRISPR/Cas9. Cependant, ils présentent certaines limites quant a
une application clinique. En effet, les AAV, adénovirus et lentivirus, entrainent une expression
au long terme de la Cas9 dans les cellules, responsable d’immunogénicité et de potentiels effets
hors cible qui sont amplifiés par leur capacité relative d’insertion du génome de la Cas9 dans
le génome de I’hote. L’expression transitoire d’outils d’édition de gene tels que les RNP de
Cas9 pourrait constituer une alternative plus sire pour réduire la dégénérescence des

photorécepteurs dans la rétinite pigmentaire.

L’objectif principal de notre étude est d’étudier la faisabilité¢ du transfert de RNP de
Cas9 sans vecteur dans la rétine neurale, plus précisément aux photorécepteurs. Kim et al.
(2017) et Holmgaard et al. (2020) ont démontreé la faisabilité de cette méthode dans le RPE,
tissu de soutien a la rétine neurale, mais pas a la rétine neurale elle-méme. Les RNP de Cas9
sont administrées localement a la rétine par injection sous-rétinienne. Dans leur étude, ils

ciblent I’expression du gene VEGFA (Facteur de croissance endothélial vasculaire A) dans le
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RPE ; sa surexpression est un des mécanismes en cause dans certaines pathologies
dégénératives de la rétine telle que la dégénérescence maculaire liée a I’age (72) (73).

Notre étude est la preuve de concept qu’une telle stratégie est efficace pour cibler des
genes exprimés par les photorécepteurs. Afin d’approfondir notre compréhension des enjeux de
cette stratégie, dans des travaux précédents, notre équipe a décidé de comparer le niveau
d’édition atteignable, dans des travaux précédents, parmi trois génes hautement exprimés par
les photorécepteurs : PDE6b, SAG et RHO (75). Le géne qui a montré le plus haut taux d’indels
est SAG, le géne de la S-Arrestine. Nous ciblons donc ici SAG, qui sert ici uniquement
d’exemple pour faire la preuve de concept que I’utilisation de RNP de Cas9 sans vecteur peut
¢diter de maniére stre et efficace les photorécepteurs. La mesure du niveau d’édition sera
¢valuée par le taux d’indels générés dans SAG et I’effet de cette inactivation sur 1’expression
protéique de SAG. Le taux d’indels sera mesuré dans la rétine neurale et le RPE en ciblant SAG
et VEGFA, qui sera notre référence d’apres les études de Kim et al. (2017) et Holmgaard et al.
(2020). Nous surveillerons également la distribution de la Cas9 dans la rétine au cours du temps.
Un transfert transitoire sir et efficace de Cas9 permettrait ensuite son application en thérapie
génique pour le traitement de nombreuses maladies dominantes de la rétine, comme par

exemple I’adRP due a des mutations de RHO.

3.4 Résultats

3.4.1 Quantification des indels induites par CRISPR/Cas9

Lextraction des rétines et RPE est réalisée 7 jours ou 30 jours apres injection afin de
quantifier le taux d’indels et de comparer le niveau d’édition apres une semaine et un mois.
Aprées extraction, ’ADN des rétines et RPE est amplifié par PCR. Cette amplification a été
vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose (Figure 5A, 5B, 5C et 5D). On observe pour toutes
les conditions la présence de I’amplicon, de 260pb, avec des bandes d’intensité similaire. Apres
purification du produit de PCR, les échantillons ont été envoyés au Centre de recherche sur
I’ADN du Massachusetts General Hospital pour le séquencage NGS (Séquengage de nouvelle
génération).

Les fichiers .fastq récupérés sont importés dans CRISPResso2, un outil en ligne d’analyse
d’édition de géne, pour quantifier le taux d’indels généré par la Cas9 (Figure 5E). Les insertions
et délétions autour du site de coupure sont quantifiées. Nous avons pris I’exemple d’un

échantillon de rétine ciblé avec Sag a 7J. Sur I’exemple, parmi les mutations générées dans cet
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échantillon, on retrouve : deux délétions d’une paire différente de bases, I’insertion d’une
guanine et une délétion de 4 paires de bases. La substitution observée n’est pas comptabilisée
dans le pourcentage d’indels. Elle se situe a une trop longue distance du site de clivage pour
étre dle a la Cas9 et provient probablement d’une erreur de la polymérase lors de la PCR ou

une erreur lors du séquencage.

A 7 jours, le taux d’édition moyen dans la rétine avec I’ARNg ciblant Sag est de 6,26%
et de 0,60% avec I’ARNg ciblant Vegfa. (Figure 5F) On observe une grande variabilité inter-
échantillon avec un minimum a 1,66% et un maximum a 14,88% pour Sag dans la rétine.

A 7 jours, le taux d’édition moyen dans le RPE, avec I’ARNg ciblant Sag est de 1,14% et de
2,42% avec I’ARNg ciblant Vegfa (Figure 5G).

Ensuite, les taux d’édition sont comparés, a 7 et 30 jours, dans la rétine (Figure 5G) et le RPE
(Figure 5H). Le taux d’édition dans la rétine a 7 jours comparé a 30 jours ne montre pas de

différence significative pour les deux ARNg.

Le taux d’édition est significativement plus élevé pour Sag que pour Vegfa dans la rétine
(p < 0,005). Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que Vegfa n’est pas exprimé dans
les photorécepteurs. A I’inverse, le taux d’édition, dans le RPE, est significativement plus élevé
pour Vegfa que pour Sag (p < 0,1). Cette différence pourrait s’expliquer par la forte expression
de Vegfa dans le RPE. La décompaction de I’ADN nécessaire a I’expression d’un géne pourrait

faciliter les interactions de la Cas9 avec ’ADN.

Le taux d’édition dans le RPE a 7 jours comparé a 30 jours ne montre pas de différence
significative avec I’ARNg ciblant Sag.
Nous avons montré ici que les RNP de Cas9 sans vecteur sont capable de générer de I’édition
de geénes dans le neurorétine jusqu’a 14,88% pour Sag. De plus, nous avons montré que le choix

du gene ciblé et de I’ARNg avait une grande importance sur I’efficacité d’édition.
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Figure 5 : Analyse génomique et quantification du % d’indels.

A-D) V¢érification de la PCR par électrophorese sur gel d’agarose a partir de I’ADN extrait des
rétines (en haut) et du RPE (en bas) ; A) Amplification de Sag 7 jours apreés injection des Cas9
RNP ciblant Sag. B) Amplification de Vegfa, 7 jours aprées injection des Cas9 RNP ciblant
Vegfa. C) Amplification de Sag 30 jours aprés injection des Cas9 RNP ciblant Sag. D)
Amplification de Vegfa, 30 jours apreés injection des Cas9 RNP ciblant Vegfa. E) Exemple de
tableau résumé des mutations par CRISPResso2 pour un échantillon de rétine 7 jours apres
injection avec RNP ciblant Sag. F-G) Le controle négatif correspond a I’injection du tampon
(HEPES/KCI) sans RNP. F) Comparaison du % d’indels dans la rétine a 7 jours pour Sag et
Vegfa.G) Comparaison du % d’indels dans le RPE a 7 jours pour Sag et VEGFA. H)
Comparaison du taux d’édition dans la rétine & 7 jours et 30 jours. I) Comparaison du taux

d’édition dans le RPE a 7 jours et 30 jours.
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3.4.2 Analyse de la distribution de la Cas9 dans la rétine au cours

du temps

Les extractions des rétines ont été réalisées 3 jours ou 7 jours apres injection afin de
déterminer si la protéine Cas9 est toujours présente et d’apprécier sa distribution dans la rétine
au cours du temps. Apres extraction, les rétines ont été fixées, incluses puis coupées au cryostat,
avant de réaliser I’'immunomarquage et la détection par microscopie confocale. Les noyaux ont
été marqués au DAPI, la Cas9 a été marquée en vert et la recoverine, une protéine spécifique
des photorécepteurs, a été marquée en rouge. Le contrdle négatif est le marquage par les
anticorps primaires et secondaires de coupes de rétines injectées uniquement avec du tampon
(HEPES/KCI).

L’imagerie confocale au X40 des coupes de rétines a permis de mettre en évidence la
présence sous-rétinienne de la Cas9 a 3 et 7 jours post-injection. L’injection est réalisée entre
le RPE et la rétine neurale. Cependant, on n’observe pas de diffusion de la Cas 9 dans la rétine,
elle est concentrée au niveau des segments externes des photorécepteurs (Figure 6). Le niveau

de Cas9 ne semble pas avoir diminué entre J3 et J7.
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Figure 6 : Imagerie confocale des coupes de rétines de 12um a 3 et 7 jours post-injection sous-
rétinienne chez la souris.

A) ONL (couche nucléaire externe), OPL (couche plexiforme externe), INL (couche nucléaire
interne) ; Le contrdle correspond a I’injection du tampon seul (HEPES/KCI), les rétines sont
extraites 3 jours apres I’injection. Les coupes de cryostat sont marquées au DAPI, la recoverine,
une protéine spécifique des photorécepteurs, est marquée en rouge et la Cas9 est marquée en
vert. B) Les RNP de Cas9 complexées avec leur ARNg sont injectées puis les rétines sont
récupérées 3 jours aprés I’injection. On observe la présence de la Cas9 (fleche blanche) dans
les segments externes des photorécepteurs (fleche orange). C) Les RNP de Cas9 sont injectées

puis les rétines sont récupérées 7 jours apres 1’injection. La barre d’échelle représente SOpm.
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3.4.3 Analyse du niveau de I’expression protéique

L’objectif est de générer suffisamment d’indels pour inactiver le géne. L’analyse du

niveau d’expression protéique permet d’évaluer I’impact des indels créés. Le niveau de protéine
Sag est mesuré par Western Blot.
Aprés extraction, les protéines sont précipitées dans de 1’acétone et re-suspendues dans le
tampon de lyse. Le dosage est réalisé par le kit Pierce Rapid Gold BCA assay, par mesure de
I’absorbance. Les concentrations sont obtenues a I’aide de la courbe de concentration de la
gamme (Figure 7A et 7B). Les résultats du dosage permettent aussi de confirmer la validité de
la méthode d’extraction.

Pour analyser les protéines sur un méme gel, elles sont regroupées par conditions en
groupes de deux par puits. Les protéines sont séparées par migration sur un gel de
polyacrylamide 7,5% puis transférées sur une membrane de nitrocellulose. SAG et le controle
de charge, la B-caténines, sont marquées separément et révélés par chimiluminescence (Figure
7C).

Les trois premieres bandes, a partir de la gauche, sont les échantillons les injections contrdles.
Les trois bandes suivantes sont les échantillons injectés avec des RNP de Cas9 et ’ARNg
ciblant Vegfa. Les trois bandes suivantes sont les échantillons injectés avec des RNP de Cas9
et ’ARNg ciblant Sag.

Enfin, les deux derniéres sont les protéines extraites de foie murin, tissu dans lequel Sag n’est
pas exprimé. Ces échantillons servent de contr6le négatif pour le marquage de SAG, ils
permettent de s’assurer de la spécificité de ’anticorps anti-SAG. La spécificité de 1’anticorps
anti-SAG est vérifiée par 1’absence de bande, autour de 57kDa, pour les deux échantillons de
protéines de foie.

Les bandes de [3-caténine ne sont pas d’intensité similaires, les échantillons ne sont donc
pas comparables pour le niveau d’expression de Sag.

De plus, on peut observer la présence d’un « smear ». Un autre type de gel de migration a été
testé pour le minimiser, le gel a gradient 4-15%. Toutes les étapes du protocole sont restées
inchangées. Ce type de gel a été testé sur un échantillon, afin de sauvegarder le maximum
d’échantillon, le temps de I’optimisation de la méthode. L’utilisation de ce type de gel de
migration a permis d’obtenir des bandes plus claires et aucun « Smear » n’est observé (Figure
7D). L’analyse protéique est encore en cours d’optimisation, a ce jour aucune conclusion sur le

niveau de I’expression protéique ne peut étre faite.
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Figure 7 : Analyse du niveau d’expression protéique.

B)

. Concentration
Echantillon (ug/ul)
4323 0D 1211,723482
4324 OD 1090,48979
Injection | 4326 0G | 969,3037581
Contrdle | 4333 OG 1332,121628
4336 OG 1469,18988
4345 0G 1702,481498
43250D | 927,0881901
4328 0D | 968,4199981
4331 0G | 899,0993621
VEGFA 4332 0D 1028,931386
4334 OD 1138,707468
4344 OD 1294,764032
4335 0D 1002,511056
4339 OG 1284,776544
4340 OD 1158,59523
SAG 4341 0D | 828,1987421
4342 OD 1267,578132
4346 OG | 958,5055701
Controle | Foiel 1933,68147
Négatif Foie 2 1825,06584
4= (3-caténine
4= SAG

A) La courbe d’étalonnage obtenue le Pierce Rapid Gold BCA assay. B) Les concentrations
obtenues pour les échantillons dans les trois conditions : injection contréles (injection du
tampon), injection de RNP de Cas9 ciblant VEGFA et injections de RNP de Cas9 ciblant SAG.
Des protéines de foie murin sont utilisées comme contréle négatif pour le marquage de SAG.
C) Toutes les protéines sont analysées sur un méme gel, elles sont regroupées par conditions en
groupe de deux par puits. D) Optimisation du protocole de Western Blot, migration sur un gel
a gradient 4-15%.
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3.5 Conclusion et discussion de 1’étude de cas

L’édition de géne par CRISPR/Cas9 pour inactiver un géne dans les maladies génétiques
dominantes dues a des mutations gain de fonction (protéine toxique) et/ou dominant négatif, est
une stratégie prometteuse dans le traitement des maladies dégénératives de la rétine. Notre étude
cherche a déemontrer la preuve de concept qu’une édition de géne est possible dans les
photorécepteurs en utilisant CRISPR/Cas9 sous forme de RNP, déja complexée avec son
ARNg. Notre étude cible le géne Sag, un des genes les plus exprimes dans les photorécepteurs
et qui a montré une bonne capacité d’édition par cette méthode, dans de précédents travaux de
notre équipe. L analyse de I’efficacité de transfert de RNP de Cas9 dans les photorécepteurs se
compose de 3 grandes parties : la mesure du taux d’édition, la distribution de la Cas9 dans la

rétine et le niveau d’expression protéique de Sag.

La mesure du taux d’édition se traduit par le pourcentage d’indels mesuré dans la séquence
cible. Le taux moyen d’indels obtenu dans la rétine pour Sag est de 6,26%, avec une trés forte
variabilité inter-échantillons (minimum a 1,66 % et maximum a 14,88%). Cette variabilité peut
provenir des injections, elles sont réalisées manuellement.

Le taux moyen d’indels obtenue dans le RPE pour Vegfa est de 2,42%, contre environ 20%
dans I’¢tude de Kim et al. (2017). Cette différence peut s’expliquer par le fait qu’ils ont mesuré
le taux d’indels uniquement dans la zone d’injection et non du RPE total. De plus, leur étude
portait sur un modéle de souris ayant un dégénérescence maculaire lié a 1’age tandis que nous
travaillons sur des souris de type sauvage.

Le pourcentage d’indels mesuré a 7 jours comparé a 30 jours ne montre aucune différence
significative. Dans notre cas, 1’édition de Sag dans la rétine est le paramétre qui nous intéresse,

aucune amélioration est observée entre le taux d’édition a 7 jours et 30 jours.

L’analyse histologique a montré que la Cas9 ne diffusait presque pas dans les
photorécepteurs. De plus la présence de la Cas9 n’est pas observable dans les noyaux des
photorécepteurs, en effet, aucune colocalisation du marquage au DAPI et de la Cas9 n’a été
relevée par I’imagerie confocale. Les propriétés intrinseéques de la couche de photorécepteurs
pourraient étre a I’origine de ce manque de diffusion de la Cas9 et donc a I’origine du faible
taux d’édition. Effectivement, les noyaux des photorécepteurs sont séparés du RPE par leur
segment externe et par la membrane limitante externe, cet espace trés dense forme une véritable

barriere a la diffusion des RNP de Cas9 (Figure 8). L’imagerie confocale ne nous permet pas
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de différencier la localisation exacte des RNP de Cas9 a leur niveau, c’est-a-dire si elles sont
bloquées dans I’espace extracellulaire ou a I’intérieur des différents disques qui composent les
segments externes. Dans le premier cas, le probleme serait que Cas9 n’arriverait pas a rentrer
dans les cellules et dans le deuxiéme cas, le probléme serait la migration jusqu’au noyau.

Malgré leur présence a 7 jours, nous ne pouvons pas &tre certains de 1’état des RNP. L’ARNg
est une molécule fragile, il est peut-étre dégradé a 7 jours, ce qui rendrait la Cas9 inefficace. De
méme pour la protéine Cas9, la réussite de son immunomarquage ne nous permet pas de

conclure si elle est encore intacte ou dégradée, active ou non.
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Figure 8 : Les segments externes de photorécepteurs.

Les segments externes sont des structures caractéristiques des photorécepteurs et forment une
couche trés dense. lls sont plus long pour les baténnets que pour les cones. Le segment externe
est le lieu de la phototransduction. Le message électrique est ensuite transmis aux autres cellules
via les terminaisons synaptiques. Adapté de (76)

L’analyse protéique par Western Blot permet la comparaison du niveau de Sag entre les
différentes conditions afin de déterminer si les mutations générées par les Cas9 RNP dans la
séquence, ont inactivé son expression.

La mise en place de ce processus nécessite encore de I’amélioration. Les résultats obtenus ne
permettent pas de comparer le niveau d’expression de Sag entre les différents groupes
d’échantillons car les bandes obtenues, pour la protéine de charge, ne sont pas comparables et

sont de faible intensité, avec la forte présence d’un « smear ».

38



Pour I’extraction des protéines, le kit utilisé est un kit d’extraction d’ADN et d’ARN. Il indique
que les protéines peuvent étre récupérées en fin de procédé. Il est possible que les différentes
étapes nécessaires a I’extraction de I’ADN et ARN puissent détériorer les protéines. Il indique
ensuite de faire précipiter les protéines avec de ’acétone mais il précipite également les
nucléotides, les sels et différentes petites molécules pouvant contaminer nos échantillons. La
précipitation au méthanol, alternative décrite comme plus sre pour précipiter uniquement les
protéines, est une méthode que nous testerons dans de prochains travaux. Une autre hypothése,
expliquant ces résultats, serait un probléme dans 1’étape de dosage. Une derniére hypothése est
le mauvais choix du gel, que nous avons pu tester plus rapidement. L’utilisation d’un gel a
gradient a réduit les « smear » dont la présence ne nous permettait pas de voir clairement les

bandes.

Dans la littérature, 1’édition de geéne basée sur 1’utilisation de RNP de Cas9 sans vecteur
reste a ce jour peu explorée. Les travaux de Staahl et al. (2017), sur I’optimisation de
I’utilisation des RNP de Cas9 pour éditer le cerveau, représentent une approche intéressante. Ils
ont montré que le taux d’édition peut étre augmenté en supplémentant la Cas9 par des NLS
dans sa partie N-Terminale. Ils ont cherché in vitro le nombre de NLS en N-terminal de la Cas9
qui obtient le plus haut taux d’édition, de 0 a 7 NLS. La condition produisant le plus haut taux
d’édition est la Cas9 possédant 4 NLS en N-terminal. Ils ont testé cette Cas9-4NLS in vivo sur
des souris et ont observé un niveau d’édition en moyenne 10 fois supérieur comparé aux Cas9

sans NLS en N-terminal (Figure 9).
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D’autres approches ont été décrites pour vectoriser les RNP de Cas9, afin d’améliorer
le taux d’édition tout en évitant les effets secondaires liés a I’utilisation de vecteurs viraux,
décrits précédemment. Les travaux de Chen et al. (2019) décrivent I’utilisation de nanocapsules
synthétiques, transportant les RNP de Cas9. Dans leur étude, ils testent 1’amélioration de
I’édition entre ['utilisation de RNP de Cas9 sans vecteur, comparée a celle avec leur
nanocapsules dans le RPE ainsi que dans les cellules musculaires de souris. Le taux d’édition
avec les nanocapsules seules ne montrent pas d’amélioration, comparé aux RNP seules. Les
nanocapsules marquées avec un signal cible pour le RPE NC-ATRA (le All-Trans Retinoic
acid), ont montré une forte augmentation de 1I’édition, dans le RPE. Le taux d’édition moyen a

été environ multiplié par 3 avec les NC-ATRA comparé aux RNP (77) (Figure 10).

En conclusion I’inactivation de géne par CRISPR/Cas9 représente une stratégie
prometteuse, appliquée aux dégénérescences dominantes de la rétine. L’ utilisation transitoire
de la Cas9 sous sa forme protéique limite les inconvénients d’une présence au long terme liés
a I’utilisation de vecteurs viraux. Les Cas9 RNP forment une alternative plus stre pour I’édition
des photorécepteurs. Le potentiel théorique de cette approche est certain mais son application

nécessite encore de 1’optimisation.
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4. Autres applications

Des les premieres utilisations de la thérapie génique, la communauté scientifique a

entrevu I'étendue de son large spectre d'applications (4). 1l en va de méme pour CRISPR.

Capable d'inactiver des genes pathogenes, comme l'illustre notre étude de cas sur la rétinite

pigmentaire, CRISPR ouvre également de nouvelles perspectives pour réécrire le futur dans

d'autres domaines tels que I'oncologie, les maladies neurodégénératives et les infections virales.

C’est a travers ces multiples usages que cette technologie continue de repousser les frontiéres

de la médecine et d'apporter de I'espoir face a des problématiques aujourd'hui encore sans

réponse (Figure 11).
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Figure 11 : Vue d’ensemble d’autres applications de CRISPR/Cas9
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4.1 Applications en oncologie

CRISPR/Cas9 a ouvert de nouvelles perspectives en oncologie, offrant des outils
puissants pour explorer et manipuler le génome a des fins thérapeutiques et de recherche. A
différents niveaux, cette technologie permet la modulation des genes régulant le cycle cellulaire,
I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques, ainsi que la modélisation de tumeurs. Ces
applications prometteuses pourraient transformer la compréhension des mécanismes du cancer

et favoriser le développement de traitements innovants.

Plusieurs études ont exploré I'utilisation de CRISPR pour effectuer un "gene silencing"
ciblé sur des génes exprimés de maniére différentielle dans les tumeurs.
Dans le domaine de l'ostéosarcome, une étude a mis en lumiére I'importance du géne CDK11
dans la croissance et la survie des cellules cancéreuses. En utilisant la technologie
CRISPR/Cas9 pour cibler et réduire I'expression de CDK11, les chercheurs ont observé une
diminution significative de la prolifération et de la viabilité des cellules, ainsi qu'une réduction
marquée de leur capacité a migrer et a envahir les tissus voisins. Ces résultats promettent une
nouvelle voie thérapeutique pour améliorer le traitement de I'ostéosarcome (78).
Parallelement, une autre étude s'est penchée sur le carcinome nasopharyngé (CNP), en mettant
en évidence le r6le du gene KLHDC4, un membre des protéines Kelch, comme marqueur de
pronostic. Les chercheurs ont trouvé que KLHDC4 est largement surexprimé dans les biopsies
de CNP comparé aux tissus normaux, et que son inactivation par CRISPR/Cas9 entraine une
inhibition notable de la prolifération cellulaire, de la formation de colonies et de l'invasion
tumorale. L'étude révele également que la perte de KLHDC4 conduit & une apoptose accrue,
suggérant que ce gene joue un réle clé dans la croissance tumorale en empéchant la mort
cellulaire programmeée. Ces découvertes offrent une nouvelle approche thérapeutique mais aussi
diagnostique du CNP (79).

Ces deux exemples illustrent une variété d’études ou CRISPR/Cas9 est utilisé en thérapie
génique pour moduler des géenes impliqués dans le cycle cellulaire, souvent dérégulés dans les
cancers. En outre, les capacités de CRISPR peuvent également soutenir d'autres approches
thérapeutiques, telles que l'immunothérapie, en enrichissant les stratégies de traitement

disponibles.
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Une étude de 2019 explore I'amélioration de I'efficacité des thérapies par cellules CAR-
T (Cellules T a récepteur antigénique chimérique) ciblant le récepteur PD-1, modifié
génétiqguement par CRISPR/Cas9, dans le traitement de cancer solide tel que le cancer du sein
triple négatif. Le cancer du sein triple négatif, qui n'exprime pas de récepteurs stéroides ni de
HER-2, répond mal aux traitements ciblés disponibles et a souvent le pronostic le plus
défavorable parmi les sous-types de cancer du sein.
Les cellules CAR-T sont des cellules T modifiées pour exprimer un récepteur chimérique
specifique aux antigénes des cellules tumorales, leur permettant ainsi de cibler et détruire ces
derniéres. Elles sont utilisées en oncologie pour leur capacité a attaquer spécifiquement les
cellules cancéreuses, offrant ainsi un traitement ciblé et efficace contre les tumeurs.
PD-1 est un récepteur présent sur les cellules T qui inhibe leur activité pour limiter les réponses
immunitaires et prévenir leur épuisement. Cependant, cette inhibition peut également permettre
aux cellules tumorales de se soustraire au systeme immunitaire. Dans ce contexte, I'épuisement
des cellules T peut survenir en raison de leur stimulation constante par les antigenes tumoraux,
ce qui réduit leur efficacité au fil du temps. L'utilisation de CRISPR pour cibler PD-1 élimine
ce phénomene d'épuisement. En désactivant le gene PD-1 dans les cellules CAR-T, on empéche
I'expression de ce récepteur, ce qui permet aux cellules T de rester actives et fonctionnelles plus
longtemps, réduisant ainsi leur épuisement et augmentant leur persistance dans la lutte contre
les cellules tumorales.
Les résultats ont montré que les cellules CAR-T modifiées avec CRISPR pour le "gene
silencing” de PD-1 sont plus efficaces pour éliminer les cellules tumorales in vitro et
démontrent une meilleure persistance et efficacité antitumorale in vivo.
Cette étude démontre que I'édition du gene PD-1 avec CRISPR améliore significativement
I'efficacité des thérapies CAR-T en oncologie, offrant un potentiel accru pour les traitements

contre les cancers solides (80).

Sur le méme principe CRISPR peut étre utilisé pour essayer de résoudre le probléme de
la sensibilisation des cellules tumorales a la chimiothérapie classique. L’inhibition de

mécanismes de résistance pourrait augmenter 1’efficacité des traitements existants.

Les chimiothérapies telles que la doxorubicine et la gemcitabine, utilisées dans le
traitement du cancer du sein, exercent leur effet en interférant avec la réplication et la
transcription de I'ADN des cellules cancéreuses. Ces molécules entrainent des cassures dans la

double hélice de I'ADN, conduisant a la mort de la cellule cancéreuse. Cependant, certaines
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cellules cancéreuses ont développé des mécanismes de résistance en utilisant des enzymes
spécialisées dans la réparation de I'ADN, comme BRCA1 et PARP1. Ces enzymes détectent et
réparent les cassures, permettant ainsi aux cellules cancéreuses de restaurer leur intégrité et
continuer & se diviser malgré le traitement.

Pour surmonter cette résistance, une approche thérapeutique potentielle consiste a cibler
BRCAL1 et PARP1 en utilisant la technologie CRISPR/Cas9 pour les inactiver dans les cellules
cancereuses. En inhibant ces mécanismes de réparation, les cellules cancéreuses ne sont plus
en mesure de résister aux dommages causés par la chimiothérapie.

Des recherches in vitro menées sur des modeles de cellules cancéreuses, comme preuve de
concept, ont montré que la combinaison de CRISPR/Cas9 pour inhiber BRCAL et PARP1 avec
des chimiothérapies telles que la doxorubicine ou la gemcitabine empéche le développement de
résistance au traitement.

Cette approche combinée semble prometteuse pour améliorer I'efficacité des chimiothérapies

et surmonter la résistance des cancers aux traitements conventionnels (81).

Au-dela de son utilisation en clinique, CRISPR/cas9 a aussi un role essentiel a jouer en
recherche fondamentale en permettant, par exemple, d'identifier de nouveaux genes cibles pour
le développement de nouvelles thérapies.

La découverte de nouveaux geénes cibles pour les thérapies s’est améliorée grice aux
bibliotheques CRISPR. La Toronto KnockOut Library (TKOv3), par exemple, référence plus
de 70 000 ARN guides qui ciblent plus de 18 000 génes codant des protéines. CRISPR est utilisé
pour créer un knock-out (KO, inactivation) de genes spécifiques, permettant d’étudier leurs
roles dans différents types cellulaires. Apres 1’inactivation du gene, les perturbations dans la
croissance, la survie et d’autres aspects phénotypiques des cellules sont analysées, ce qui permet

d’identifier des génes essentiels dans des processus biologiques particuliers. (82).

En utilisant les données de la TKOv3, des chercheurs ont exploré cette vaste base de données
pour identifier de nouveaux génes cibles dans le cancer gastrique. En criblant des lignees
cellulaires de cancer gastrique, ils ont découvert plus d'une centaine de génes essentiels a la
viabilité et a la prolifération des cellules cancéreuses. Parmi eux, 41 ont été identifiés comme
potentielles cibles thérapeutiques. Pour vérifier I’efficacité de leur stratégie de criblage et de
sélection, ils ont testé les fonctions biologiques du knock-out du géne MTTLL, l'un des 41

génes, dans des cellules de cancer gastrique et dans des modeles murins. Dans les deux modeéles,
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la diminution nette de la viabilité et de la prolifération des cellules cancéreuses observée a

permis de valider I'efficacité de leur approche (83).

En conclusion, CRISPR/Cas9 a considérablement enrichi les possibilités en oncologie,
en permettant d'explorer de nouveaux genes et mécanismes impliqués dans le cancer. Cette
technologie facilite I'identification de cibles thérapeutiques et I'amélioration des traitements
existants, comme les thérapies par cellules CAR-T et les chimiothérapies. Les recherches
actuelles, notamment celles utilisant la bibliotheque TKOv3, illustrent comment CRISPR peut
aider a découvrir des genes essentiels et optimiser les approches thérapeutiques contre divers

cancers.

45



4.2 Applications pour les maladies neurodégénératives

Les avancées dans le domaine des mécanismes moléculaires génétiques ont ouvert de
nouvelles perspectives pour le traitement des maladies neurodégénératives telles qu'Alzheimer,
Parkinson et la maladie de Huntington. En permettant des modifications précises et ciblées du
génome, CRISPR/Cas9 offre des opportunités uniques pour explorer des thérapies innovantes
et potentiellement curatives pour ces pathologies. En exploitant cette technologie, il devient
possible de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de ces pathologies mais aussi

aborder les défis et les progreés récents dans leur traitement.

La maladie d'Alzheimer (AD) est une pathologie neurodégénérative majeure,
représentant la principale cause de démence et affectant plus de 47 millions de personnes dans
le monde. Elle est caractérisée par I'accumulation de plaques amyloides dans le cerveau, aussi
appelées plaques séniles. Ces plaques extracellulaires sont principalement composées de
peptides AP, produits par le clivage de la protéine précurseur de 1'amyloide (APP) par les
enzymes de clivage du site B de I'APP 1 (BACE-1) et les y-sécrétases. Des Iésions
intracellulaires sont également observées, se manifestant par des enchevétrements
neurofibrillaires causés par la protéine tau altérée. Ces processus pathologiques sont au cceur
de la neurodégénérescence associée a la maladie. En paralléle, I'APP peut aussi étre clivée par
les o-sécrétases, un mécanisme considéré comme neuroprotecteur puisqu'il empéche la
formation des peptides AP toxiques (84).

Ces altérations neuronales se caractérisent par une perte progressive de mémoire, des difficultés
croissantes dans les fonctions cognitives telles que le langage et la résolution de problémes, et
des changements de comportement. A mesure que la maladie avance, les patients peuvent
éprouver une désorientation dans le temps et l'espace, ainsi que des troubles de la
reconnaissance et de l'identité. La prise en charge actuelle repose principalement sur des
médicaments qui moderent les symptdmes cognitifs mais n'empéchent pas la dégradation

continue des fonctions cognitives et la formation de plaques amyloides.

Plusieurs études ont exploré 1’application de CRISPR pour freiner la progression de I’AD en
ciblant des génes clés impliques dans son mécanisme physiopathologique, tels que BACE-1
(85). Le mécanisme d'action de cette approche semble résider dans la réduction de I'interaction
entre I'APP et BACE-1, empéchant ainsi la formation de peptides Ap. CRISPR-Cas9 est utilisé

pour cibler spécifiquement I'extrémité C-terminale de la protéine APP. L'objectif est de réduire
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le clivage par BACE-1, diminuant ainsi la production de peptides AP toxiques, tout en

favorisant le clivage par les a-sécrétases.

Les résultats montrent que I'édition génique de I'APP a I'extrémité C-terminale a été
réalisée avec succes, a la fois in vitro dans les neurones dérivés d'iPSC humains et in vivo dans
des modeles murins. Cette édition a conduit a une réduction significative de la production de
peptides AP, tout en augmentant la génération de produits de clivage neuroprotecteurs par les
a-sécrétases. L'édition genique a donc permis de moduler efficacement la voie amyloide,
réduisant ainsi les effets neurotoxiques de I'APP tout en préservant ses fonctions normales.
Les analyses neurophysiologiques n‘ont révélé aucun effet délétére sur la croissance neuritique,
la longueur des axones, I'organisation synaptique ou l'activité neuronale, ce qui suggere que
cette approche est relativement sdre pour les neurones. Enfin, les injections du systéme
CRISPR/Cas9 dans les cerveaux de souris ont montré une édition efficace de I'APP dans les
neurones, avec une réduction notable de la production d'Ap.

Cette étude offre une preuve de concept prometteuse pour l'utilisation de I'édition par CRISPR-

Cas9 dans la prise en charge de I’AD pour ralentir, voire arréter, la progression de la maladie.

Une approche similaire pourrait également étre utilisée pour le développement de
modeles animaux permettant d'étudier plus en profondeur la physiopathologie de I’AD.
En ciblant d'autres génes mutés associés a cette maladie, il serait possible de reproduire des
caractéristiques spécifiques de la maladie dans ces modéles.
Parmi ces genes, preseniline 1 (PSEN1) et preseniline 2 (PSEN2), associés a la forme précoce
de la maladie, ont montré étre impliqués dans la formation des plaques amyloides.
Quant a la forme tardive, l'alléle E4 de I'apolipoprotéine (APOE4) constitue un facteur de risque
majeur, avec un risque de développement de la maladie multiplié par 10 a 15 pour les
homozygotes E4, et par 2 a 3 pour les hétérozygotes.
En ayant recours & CRISPR pour manipuler ces genes dans des modeéles animaux, les
chercheurs pourraient mieux comprendre les mécanismes sous-jacents et tester de nouvelles

approches thérapeutiques de maniére plus ciblée a chaque forme de la maladie (86).

La maladie de Huntington (MH) est une pathologie neurodégénérative héréditaire rare
provoquée par la présence de répétitions CAG anormalement nombreuses dans le géne codant
pour la huntingtine (HTT). Ces répétitions entrainent la production d'une forme mutante de la

protéine HTT, appelée mHTT, qui contient un motif polyglutamine (polyQ) élargi dans sa
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région N-terminale. La présence de mHTT dans les cellules neuronales, particulierement dans
le striatum, conduit & une série de dysfonctionnements cellulaires et a I'accumulation d'agrégats
toxiques dans les noyaux neuronaux. Ces agrégats provoquent des mouvements involontaires
et incontrélables caractéristiques, appelés chorée, associés a des troubles de la coordination et
des altérations du comportement. Les symptdémes cognitifs incluent des difficultés de
concentration, des troubles de la mémoire et des changements de personnalité, conduisant a une

dégradation progressive des capacités mentales et motrices (87).

Les traitements actuels visent a gérer les symptdmes moteurs et psychiatriques,
principalement a l'aide de médicaments antipsychotiques et de stabilisateurs de I'numeur. Ces
traitements n'alterent pas la progression de la maladie ni ne modifient I'évolution
neurodégénérative.

Une approche thérapeutique innovante utilisant CRISPR/Cas9 a été explorée pour cibler
spécifiqguement I'expression de mHTT dans les neurones du striatum chez des modéles de souris
modifiés pour exprimer cette protéine mutée. L’édition de la répétition CAG inactive le gene
en introduisant des indels dans la région mutée et réduit les agrégats toxiques (88).

Les résultats obtenus sont prometteurs, on observe une réduction significative de mHTT dans
les régions ciblées, avec une diminution notable des agrégats de mHTT et une atténuation de la
neuropathologie associée sans affecter la viabilité neuronale. Les souris traitées ont aussi
montré une amélioration significative des performances motrices.

Ces résultats suggérent que la réduction permanente de I'expression de mHTT par
CRISPR/Cas9 pourrait constituer une nouvelle stratégie thérapeutique efficace pour la maladie

de Huntington.

Les récentes avancées en matiére d'édition geénétique, combinées a I'absence de
traitements efficaces pour les maladies neurodégenératives telles que la maladie d'Alzheimer et
la maladie de Huntington, soulignent I'urgence d’¢élaborer des thérapeutiques innovantes. La
modification génétique précise permise par CRISPR/Cas9 offre un nouvel espoir pour les
patients. Il est désormais possible d'explorer des thérapies potentiellement curatives pour ces
maladies qui, jusqu'a présent, ne bénéficient que de traitements symptomatiques. Notamment
pour ces pathologies causées par un gain de fonction toxique, CRISPR/Cas9 pourrait
représenter une avancee majeure en ciblant les mutations genétiques spécifiques, ouvrant ainsi
de nouvelles voies pour le développement de traitements plus efficaces et potentiellement

curatifs.
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4.3 Applications en virologie

Les applications de la technologie CRISPR/Cas9 dans le domaine des infections virales
ont ouvert de nouvelles perspectives pour le traitement de maladies chroniques et
potentiellement mortelles. Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), reste un défi majeur
en raison de sa capacité a échapper au systéme immunitaire et a s’intégrer de maniére stable
dans le génome des cellules hétes. De méme, le papillomavirus humain (HPV), responsable de
divers cancers et lésions précoces, pose des difficultés importantes en matiere de prévention et
de traitement. Enfin, le virus de I'hépatite B (HBV), qui provoque une infection hépatique
chronique et peut conduire a des complications graves telles que la cirrhose et le cancer du foie,
nécessite des approches innovantes pour son éradication. Dans ce contexte, CRISPR/Cas9 offre

des avancées prometteuses pour cibler et neutraliser ces virus avec une précision accrue.

Le VIH reste une préoccupation majeure de santé publique a I'échelle mondiale,

touchant environ 39 millions de personnes, selon les estimations de I’OMS (Organisation
mondiale de la santé) (89). Bien que les traitements antirétroviraux aient considérablement
amélioré la gestion de I'infection, la guérison compléte reste un défi. La persistance de 'ADN
proviral latent dans les cellules hotes constitue un obstacle majeur, incitant la recherche a
explorer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour éradiquer le virus.
La thérapie combinée antirétrovirale n’est pas un traitement curatif. Elle supprime la réplication
virale, mais ne touche pas a I’ADN proviral latent présent dans les cellules T CD4+ et les
phagocytes mononucléaires. Cette thérapie empéche la détérioration immunitaire, prévient
I’apparition d’infections opportunistes, et bloque la transmission inter-individus tant qu’une
observance stricte est respectée.

Une approche curative serait d’inactiver, par CRISPR, les acteurs responsables de
I’infection latente du VIH. Les connaissances avancées du mécanisme d’entrée et du cycle viral
du VIH permettent d'identifier plusieurs cibles thérapeutiques potentielles. Ces techniques
incluent ’excision de I’ADN proviral intégré, la suppression des récepteurs ou co-récepteurs
essentiels a I’entrée du virus, la modulation des protéines hotes impliquées dans la réponse
immunitaire, ainsi que I'inhibition de la transcription de I’ADN viral (90).

Pour atteindre différentes souches virales tout en limitant I'échappement par adaptation de
nouveaux variants, la stratégie la plus prometteuse consiste a cibler les LTR (Séquences
terminales longues répétées). Les LTR sont des régions conservées, essentielles a la

transcription des genes viraux et a ’intégration du génome viral dans celui de I’hdte. En outre,
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elles encadrent la totalité des genes viraux (génes structurels, génes régulateurs, génes
accessoires). L’inactivation des LTR par insertion d’indels pourrait inactiver ces genes, par
exemple en créant un décalage du cadre de lecture, tout en supprimant leur promoteur. Cette
méthode a demontré son potentiel dans des modéles in vitro et in vivo, notamment chez des
souris humanisées infectées par le VIH et des primates non humains (macaques rhésus) infectés
par le virus de I’'immunodéficience simienne (SIV) (91) (92) (93) (94).

Bien que les résultats de plusieurs études soient trés prometteurs, de nombreuses étapes doivent
encore étre franchies avant de pouvoir envisager l'application de cette méthode en clinique. Des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour s'assurer de l'efficacité durable de cette

approche avant qu’elle ne puisse étre envisagée pour une utilisation clinique chez ’Homme.

La vaccination contre le HPV est efficace, la couverture vaccinale reste largement

insuffisante pour réduire la transmission du virus. Plusieurs étapes sont prévues dans la prise
en charge. Le dépistage est simple, et un traitement chirurgical préventif, la conisation, permet
de réséquer une partie du col avant I'apparition du cancer. Si l'infection évolue en cancer, des
traitements comme la radiothérapie, la chimiothérapie et la chirurgie sont envisageables.
Malgré ces mesures, le cancer du col de I'utérus reste une cause importante de mortalité chez
les femmes.
Le cancer du col de l'utérus est causé par une infection persistante des cellules épithéliales
cervicales par des types de HPV dits a haut risque. L'intégration du génome du HPV dans I'ADN
de I'h6te conduit a I'expression de I'oncoprotéine E6. E6 est capable d’inactiver la protéine p53,
un suppresseur de tumeur essentiel. Cette inactivation favorise la formation et la croissance des
tumeurs (95).

Une stratégie envisageable consiste a cibler spécifiquement le géne E6 du virus avec
CRISPR/Cas9 afin d’inactiver son expression dans les cellules du col de I’utérus. L’inactivation
est obtenue par les indels générés a la suite de la cassure double brin par CRISPR.

La preuve de concept pour cette approche thérapeutique a été faite in vivo sur des modeles
murins porteurs de tumeurs cervicales. L'inhibition de I'expression de I'E6 a conduit a une
augmentation de I'expression de p53, a I'induction de I'apoptose dans les cellules cancéreuses
et réduisait significativement la croissance tumorale (96).

L'approche CRISPR/Cas9 ciblant I'E6 du HPV pourrait offrir une nouvelle alternative
thérapeutique dans la prise en charge du cancer du col de I'utérus, en particulier pour les lésions
précancéreuses et les cancers a un stade précoce. Contrairement aux traitements actuels comme

la conisation cervicale, qui présente des risques pour la fertilité et n'offre pas toujours une

50



guérison compléte, cette thérapie génique pourrait étre moins invasive et plus efficace. Bien
que des effets secondaires n'aient pas été observés chez les souris, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour s'assurer que cette approche est sdire pour une application

clinique.

En 2022, I’OMS estime a 254 millions le nombre de personnes vivant avec une infection
chronique due a I’hépatite B, avec environ 1,2 million de nouveaux cas chaque année.

Bien que le vaccin contre I’hépatite B soit efficace, il n'existe actuellement aucun traitement
curatif pour I'infection chronique, qui présente un taux de mortalité élevé. L'infection chronique
peut évoluer en cirrhose, puis en carcinome hépatocellulaire (97).

Les traitements disponibles visent a réduire la charge virale a l'aide d'analogues
nucléotidiques ou nucléosidiques pour limiter l'infection, mais ils ne stoppent pas la
transmission du virus. Cela est di a la présence d'ADN covalent circulaire fermé (ADNccc)
dans les hépatocytes, qui est insensible aux traitements. Les ADNccc jouent un réle crucial en
servant de base pour la transcription des protéines virales nécessaires a sa réplication (98).
Malgré les efforts pour gérer I’infection par des campagnes de prévention et la vaccination
obligatoire pour tous les nouveau-nés depuis le ler janvier 2018 en France, le besoin de trouver
une thérapie curative reste crucial.

Une stratégie envisageable est de cibler les ADNccc avec CRISPR/Cas9 pour introduire
des mutations dans leur séquence et ainsi inhiber la réplication virale (99).

Cette approche a ¢été testée dans un modele de souris humanisées pour traiter I’infection
chronique par le VHB, montrant que la thérapie est bien tolérée et améliore la survie des
hépatocytes humains. Bien que les niveaux d’ADN viral dans le foie n’aient pas diminué de
maniére significative, les résultats observés au niveau histologique soutiennent le potentiel de
cette approche. L’efficacité de 1’édition génétique est limitée par des obstacles comme
I’expression insuffisante de la Cas9. Ces résultats justifient un optimisme prudent pour le

développement futur de cette thérapie.

En résumé, la technologie CRISPR/Cas9 offre des perspectives révolutionnaires pour le
traitement des infections virales chroniques comme le VIH, le HPV et I'hépatite B. Bien que les
résultats obtenus dans les modéles précliniques soient prometteurs, il est crucial de continuer a
explorer et a affiner ces approches pour surmonter les nombreux defis restants. L'efficacité et

la sécurité de ces thérapies doivent étre rigoureusement évaluées avant de pouvoir envisager
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leur application en clinique chez I’Homme. Malgré ces défis, les progres réalisés jusqu'a présent

nourrissent I'espoir d’atteindre un jour une guérison effective et sire.
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5. Enjeux de I'utilisation de CRISPR/Cas9

5.1 Cadre réglementaire

5.1.1 Définitions et réglementation européenne

La réglementation européenne, introduite en 2007, a défini une nouvelle catégorie de

médicaments : les Médicaments de thérapie innovante (MTI). Ces médicaments biologiques
comprennent des thérapies cellulaires somatiques, des thérapies géniques et des produits issus
de I’ingénierie tissulaire, chacun d'eux pouvant étre associ¢ a des dispositifs médicaux.
Les MTI sont régis par le reglement européen n° 1394/2007, qui vise a clarifier et a harmoniser
les régles d'autorisation de ces produits dans 1’Union Européenne (UE). Ce cadre réglementaire
a pour objectif de faciliter I'accés des patients a ces traitements innovants, tout en garantissant
un haut niveau de protection de la santé publique. Il permet également un suivi a long terme de
’efficacité et de la sécurité des MTI (100).

Les MTI se déclinent en plusieurs catégories, définies de la maniére suivante :

- Thérapies géniques : elles consistent & introduire du matériel génétique dans les cellules
pour remplacer ou compléter un alléle muté defectueux par un allele fonctionnel ou pour
sur-exprimer une protéine thérapeutique.

- Thérapies cellulaires somatiques : impliquent la manipulation de cellules humaines pour
traiter des maladies.

- Produits issus de 1’ingénierie tissulaire : concernent la création de tissus ou organes a
partir de cellules modifiées.

- Meédicaments combines de thérapie innovante (MTI-C) : qui associent un MTI a un

dispositif médical.

L’EMA définit, dans la partie IV de I’annexe 2 de la directive 2003/63/CE, les médicaments de
thérapie génique (MTG) comme des produits biologiques présentant les caractéristiques
suivantes :
- lls contiennent une substance active constituée entierement ou en partie d'un acide
nucléique recombinant, utilisé chez I'homme pour réguler, réparer, remplacer, ajouter

Ou supprimer une séquence génétique ;
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- Leur effet thérapeutique, prophylactique ou diagnostique est directement lieé a la
séquence d'acide nucléique recombinant qu'ils contiennent ou au produit de I'expression
génétique de cette séquence.

Il convient de noter que les médicaments de thérapie génique n'incluent pas les vaccins contre

les maladies infectieuses (101).

L’EMA joue un rdle central dans la régulation des MTI a de nombreux niveaux de I’UE.

Elle a sous sa charge 1’approbation et la supervision des essais cliniques assurant que les
protocoles respectent les normes de sécurité pour les patients.

Elle évalue les demandes d’autorisation de mise sur le marché via un comité dédié, le comité
des thérapies innovantes (CAT) qui apporte un avis scientifique sur les différents types de MTI.
Le CAT est principalement chargé de préparer un projet d'avis sur chaque demande de
médicament de thérapie innovante avant que le Comité des Médicaments a Usage Humain

(CHMP) n'émette un avis final sur l'autorisation de mise sur le marché (102).

5.1.2 Exigences techniques et évaluation des risques pour les MTI

Les MTI doivent suivre les bonnes pratiques de fabrication (BPF) et les bonnes pratiques
cliniques (BPC), en plus le CAT est chargé d’élaborer des lignes directrices aux MTI, ces lignes
directrices définissent les critéres supplémentaires relatifs au développement spécifique de
MTG. Il faut évaluer la qualité, la sécurité et 1’efficacité du médicament, en déterminant son
rapport bénéfice/risque. Les développeurs de médicaments de thérapie génique doivent adopter
une approche basée sur le risque pour définir les données a inclure et justifier les écarts par

rapport aux exigences techniques définies par la directive 2001/83/CE (103).

L'approche fondée sur le risque se concentre sur l'identification et I'évaluation des
risques specifiques associés a un medicament. Elle prend en compte divers facteurs de risque
liés a la qualité, a la sécurité et a I'efficacité du médicament, tels que ses caractéristiques
biologiques, le processus de fabrication, et son utilisation thérapeutique.

Pour chaque facteur de risque, comme la capacité d'intégration du vecteur dans le génome de
I'nbte, il est crucial d'évaluer sa contribution a un risque identifié, par exemple la mutagénése.
Les développeurs doivent se référer a la ligne directrice du CAT sur I'approche fondée sur les

risques, conformément a I'annexe I, partie IV, de la directive 2001/83/CE.
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Les principaux facteurs a considérer lors du développement incluent I’acheminement du
vecteur, sa persistance, et les réponses immunitaires potentielles. Les effets des modifications
génétiques doivent étre confirmés au niveau cellulaire, et des preuves solides de la transduction
et de I’expression sélective sont nécessaires. Des tests de puissance mesurent 1’efficacité

biologique du medicament, incluant I'évaluation de la fonction de la séquence thérapeutique.

Pour les MTG utilisant des vecteurs viraux, la pathogénicité doit étre évaluee afin de
minimiser les risques de créer un agent infectieux. L'administration d'un MTG peut provoquer
des réponses immunitaires indésirables, qui doivent étre prises en compte durant le
développement. Des cas d'oncogenese liés a des événements de mutagénese insertionnelle ont
¢été rapportés dans des essais cliniques, rendant essentiel 1’évaluation des risques d’intégration.
Le risque de transmission accidentelle de modifications génétiques a la lignée germinale doit
étre étudié avant toute utilisation clinique, et des considérations éthiques entourent cette
question. Les essais de thérapie génique sur des cellules germinales sont interdits dans I'Union
européenne (104).

En somme, les risques associés aux médicaments de thérapie génique sont intrinseques
a leurs caractéristiques, ce qui requiert une évaluation approfondie par des méthodes

moléculaires, biologiques et immunologiques pour assurer leur sécurité et leur efficacité.

5.1.3 Disparités et enjeux au niveau international

Les MTG, utilisant souvent des virus génétiguement modifiés comme vecteur, doivent
en plus respecter la réglementation des organismes génétiguement modifiés (OGM)
conformément a la directive 2001/18/CE. Cette directive définit un OGM comme un organisme
dont le matériel génétique a été modifié de maniére non naturelle, y compris ceux créés par des
techniques comme 1’évolution dirigée. L'évolution dirigée est une méthode d'ingénierie utilisée
pour créer, par exemple, de nouveaux variants de vecteurs viraux posseédant des propriétes
améliorées. C'est une approche non rationnelle qui repose sur l'introduction et la modification
de nombreuses variations de séquences, suivies d'une étape de sélection dans un environnement
donné. Elle permet, notamment, d'augmenter la capacité de transduction d'un vecteur viral pour

un certain type cellulaire, comparé aux sérotypes naturels.

Cette directive repose sur deux principaux piliers réglementaires. D une part I'évaluation

des risques environnementaux (ERA), spécifiée a I'Annexe 1. En complément I'Annexe llla

55



exige des informations détaillées sur les caractéristiques techniques du vecteur, les
modifications apportées et I'impact potentiel sur I'environnement, y compris la faune, la flore
et les sols.

Bien que ces régles s'appliquent dans les 27 Etats membres de I'UE, chaque pays peut
imposer des documents supplémentaires et/ou des documents dans sa langue locale.
Les autorités compétentes pour 1'évaluation des demandes d’applications cliniques (CTA) et
des OGM peuvent étre les mémes dans certains pays (comme I'Allemagne, I'ltalie et la Suéde)
ou distinctes dans d'autres (comme en France, en Espagne et en Belgique) (105). Dans le
deuxiéme cas, cette différence pourrait étre a I’origine d’une augmentation du temps de

traitement des demandes.

En France, I’Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé
(ANSM) collabore avec ’EMA pour prendre en charge au local ses missions : évaluation des
demandes de mise sur le marché, supervision des essais cliniques, suivi post-commercialisation,
conseil aux promoteurs.

En France, I’ANSM est responsable de I’évaluation des CTA. Depuis le ler janvier 2022, par
le décret n°2021-1905, I'Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de
I'environnement et du travail (ANSES), en collaboration avec le Comité d'expertise des
utilisations confinées d'organismes génétiquement modifiés (CEUCO), prend en charge les
aspects liés a la dissémination des OGM et conseille le gouvernement sur les biotechnologies
concernées. Au sein de I’ANSM c’est la Commission nationale de 1'expertise des produits de
santé (CNEPS) qui est en charge des MTG. Elle est chargée de donner des avis sur les
autorisations concernant les thérapies géniques et cellulaires, de répondre a des questions

scientifiques sur ces sujets, et d'émettre des recommandations sur leur bon usage (106).

Chaque région du monde, en particulier les grandes puissances comme 1’UE, le Japon
et les Etats-Unis, a développé un cadre réglementaire spécifique pour encadrer I'utilisation de
MTI en lien avec les exigences concernant les OGM. Elles varient considérablement d'un pays
a l'autre créant des défis importants pour le développement et la mise en ceuvre de thérapies

géniques a I'échelle mondiale.

La réglementation se base sur le protocole de Carthagene. Adopté le 29 janvier 2000 par
170 Etats, c’est un accord international sur la biosécurité visant a protéger la biodiversité contre

les risques des OGM. Il établit des procédures de notification préalable pour leurs mouvements
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transfrontaliers. Ce protocole s'inscrit dans le cadre de la Convention sur la diversité biologique.
Applicable aux médicaments biologiques comme les MTG, il vise & garantir leur sécurité pour
I’environnement et la biodiversité. Il encourage la transparence et le partage d’information sur

les risques liés a 1’utilisation d’OGM dans les thérapies géniques tels que les vecteurs viraux

(107).

Au Japon, la réglementation des OGM dans le cadre de la thérapie génique est également basee
sur le Protocole de Carthagene sur la biosécurité. Les OGM sont classes en deux catégories : le
type 1, pour les utilisations cliniques, et le type 2, pour les utilisations a des fins de production.
La Iégislation japonaise est gérée par le ministere de la Santé, du Travail et des Affaires sociales

(MHLW) et inclut une évaluation des risques environnementaux.

Aux Etats-Unis, les thérapies géniques peuvent étre classées ou non comme OGM, cette
classification dépend de I'évaluation de la FDA. Si la FDA estime que I'impact environnemental
est négligeable, ou dans le cadre d’essais cliniques, la thérapie génique peut étre exemptée des

exigences liées aux OGM, I'approche est décidée au cas par cas.

Dans ces trois régions, le début des essais cliniques pour les thérapies géniques est retardé par
les demandes d'évaluation des risques, qui nécessitent un temps considérable, s’ajoutant aux
procédures déeja longues pour les essais cliniques des thérapies classiques.

A titre d'exemple, pour les vecteurs AAV, il faut ajouter une évaluation supplémentaire portant
sur la pathogeénicité et la capacité de réplication ; pour l'utilisation de CRISPR, une évaluation
supplémentaire des effets hors cible est cruciale.

Ces processus complexes et variés d'un pays a l'autre freinent la recherche et le développement
clinique, en particulier dans un contexte de collaborations internationales tant au niveau des

projets de recherche qu’a I’étape d’industrialisation.

En Europe, le temps moyen d'approbation des OGM dépasse généralement 100 jours,
avec des variations notables selon les pays (par exemple, 125 jours en France et 237 jours en
Allemagne). Cette disparité rend certaines régions plus attractives pour les industriels, ce qui
entraine une distribution inégale des thérapies géniques au sein de I'UE et a I'échelle mondiale
(105).
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Une étude co-publiée en 2021 par 1’Alliance pour la médecine régénérative (ARM), la
Fédération européenne des associations et industries pharmaceutiques (EFPIA) et I’ Association
Européenne des Bioindustries (EuropaBio) a montré I'impact positif de I'assouplissement des
réglementations pour les vaccins contre la maladie a coronavirus 19 (COVID-19).

La situation actuelle rend I'UE moins attractive pour ces essais, retardant I'accés des patients a
ces traitements. Malgré des efforts de la Commission européenne pour harmoniser les
exigences, des difficultés persistent.

L’ARM, EFPIA, et EuropaBio appellent a un assouplissement des exigences sur les OGM pour
ces thérapies, afin de simplifier le processus et accélérer le développement clinique. Une
amélioration des processus réglementaires est essentielle pour soutenir le développement

efficace de ces thérapies innovantes (108).

Certaines mesures sont mises en place pour alléger la charge administrative pour que
I’UE reste une région attractive pour les essais cliniques.
Un exemple concret est ’abrogation du reglement n°® 2001/20/CE encadrant les demandes
d’essais cliniques, qui stipulait que les promoteurs devaient soumettre des demandes séparées
a chaque autorité nationale et comité d'éthique. Depuis janvier 2023, les promoteurs peuvent
soumettre une seule demande en ligne via la plateforme CTIS (systeme d'information sur les

essais cliniques), ce qui facilite la conduite d'essais dans plusieurs pays européens.

En résumé, bien que les cadres réglementaires européens sur les médicaments de
thérapie innovante visent a harmoniser leur usage tout en assurant leur sécurité pour les patients
et I'environnement, leur complexité, notamment en ce qui concerne les OGM, et les disparités
entre pays ralentissent encore le développement de ces traitements a I'échelle mondiale. Des
initiatives comme la plateforme CTIS apportent une certaine fluidité au niveau européen, mais
une harmonisation internationale des régulations, inspirée des progrés récents, pourrait

permettre une meilleure accessibilité et un développement plus attractif de ces traitements.

58



5.2 Enjeux éthiques liés a la modification genétique

Le débat éthique autour de la thérapie génique, notamment avec I’avénement de
technologies comme CRISPR/Cas9, souléve des questions profondes sur les limites de
I’intervention humaine dans la modification du patrimoine génétique. La capacité de modifier
le génome humain, qu’il s’agisse des cellules somatiques ou des cellules germinales, offre des
opportunités considérables pour traiter des maladies génétiques graves. Cependant, elle suscite
¢galement des inquié¢tudes majeures sur le plan de la sécurité, de I’éthique et des conséquences
a long terme, non seulement pour les individus concernés mais aussi pour I'humanité dans son

ensemble.

Dans une publication de 2015 dans Nature, intitulée “Don’t edit the human germ line”,
les auteurs mettent en garde contre les dangers potentiels de I'édition génétique de la lignée
germinale. lls soulignent que les outils actuels d'édition de génes, bien qu'efficaces, n'‘ont pas

été concus pour étre appliqués sur les cellules germinales ou les embryons (109).

Lors de 1’édition de cellules germinales ou d’embryons, plusieurs préoccupations
s’additionnent. Si la nucléase n’édite qu’une des deux copies du geéne cible ou si la cellule se
divise avant que la correction soit complete on observe une mosaique génétique dont les effets
précis ne sont pas prédictibles avant la naissance voir des années apres.

De plus, la connaissance incompléte et la complexité des systemes de régulation et
d’interactions des génes, aujourd’hui, ne permettent pas d’affirmer la sécurit¢ d’une
modification a ce stade de développement.

Cette inquiétude est renforcee par le fait que I'edition de la lignée germinale pourrait freiner le
développement de ces technologies pour des applications thérapeutiques plus sdres, notamment

sur les cellules somatiques.

D’autre part, en 2015, la conférence de Napa (Californie) a été organisée pour examiner
I’utilisation prudente de CRISPR/Cas9 (110).
Cette conférence réunissait des experts de divers domaines, dont Jennifer A. Doudna, co-
lauréate du prix Nobel de chimie en 2020 pour I’utilisation de CRISPR pour 1’édition de genes.
Elle a mis en lumiére I'urgence de réguler cette technologie pour modifier la lignée germinale.
En effet, a partir de leurs travaux, avec Emmanuelle Charpentier, sur le développement d’un

unique ARNg pour 'utilisation de CRISPR, tout chercheur possédant des connaissances en
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biologie moléculaire peut désormais, a faible codt, modifier le génome. Les possibilités offertes
par CRISPR/Cas9, bien que prometteuses, sont percues comme une "pente glissante”, surtout

en raison des risques associés a lI'impreévisibilité des résultats et a la sécurité des manipulations.

Néanmoins, dans le rapport du NASEM (National Academies of Sciences, Engineering,
and Medicine, USA) de 2019 (111), les chercheurs réiterent leur soutien a I'édition des cellules
somatiques a des fins thérapeutiques, tout en excluant les objectifs d'amélioration humaine. La
modification de la lignée germinale, selon eux, ne devrait étre envisagée qu'a des fins de
recherche, et uniquement lorsque les connaissances scientifiques permettent une évaluation
fiable du rapport bénéfice/risque.

A titre d’exemple, son utilisation restreinte a des fins de recherche pourrait approfondir notre
compréhension des processus de développement embryonnaire et de créer de nouveau modeéles
d’études in vitro.

En plus de son potentiel pour des applications cliniques, CRISPR/Cas9 joue un réle crucial dans
la recherche scientifique a divers niveaux. Cette technologie a ouvert de nouvelles possibilités
pour la création de knockout de génes, ce qui permet non seulement d'approfondir notre
comprehension fondamentale du fonctionnement et des interactions des génes, mais aussi de
développer des modeéles animaux présentant des pathologies humaines. Ces modeles sont
essentiels pour étudier les mécanismes sous-jacents de ces maladies et pour tester diverses

thérapies.

Toutefois, le risque de dérives vers des pratiques eugeénistes, ou des modifications
génétiques pourraient étre envisagées non seulement pour traiter des maladies, mais également
pour "améliorer” I'numain, souléve de sérieuses inquiétudes a un stade ou les limites éthiques
ont déja été franchies, ce qui complique la définition de ce qui est acceptable et des implications

sociales et morales qui en découlent.

En 2018, le monde scientifique a été profondément bouleversé par une révélation inattendue
lors du second sommet international sur 1’édition du génome humain a Hong Kong : 1’affaire
des « bébés CRISPR ».

Le chercheur chinois He Jiankui a annoncé la naissance de jumelles dont le génome avait été
modifié au stade embryonnaire, avec CRISPR, pour les rendre résistantes au VIH. Il déclare
avoir désactivé le géne CCRS5, qui code pour un récepteur responsable de I’entrée du VIH dans

les lymphocytes (112). Les jumelles surnommées Lulu et Nana seraient nées en octobre 2018.
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Leur état de santé exact et les effets a long terme des modifications génétiques restent
confidentiels.

Cette expérience, largement critiquée pour son non-respect des normes éthiques et pour son
manque de transparence, a mis en lumiére les dangers d'une course a la manipulation génétique
sans garde-fou. Une enquéte a immédiatement été ouverte sur ses travaux. En janvier 2019, il a
été juge coupable de « pratique illégale de la médecine » et condamné a 3 ans de prison (113).
Les retombées de cette affaire ont cependant favorisé une coopération internationale accrue
pour encadrer de maniére plus stricte I'édition génétique des cellules germinales et des
embryons.

Dans une interview accordée au journal Les Echos en 2023, He Jiankui déclare : « Les fillettes
vivent une vie parfaitement normale, paisible et heureuse » et réfute avoir mis leur vie en
danger. Lorsque cette question lui est posée, il répond : « Elles vivent heureuses, c’est ma
réponse. » (114).

Cet épisode révele qu’en dépit des principes éthiques et de bon sens, certains individus sont
préts a franchir des limites évidentes. Il est donc impératif d’établir des régulations strictes pour

encadrer ces pratiques et éviter de telles dérives.

En médecine, les décisions sont prises selon un principe fondamental : 1’évaluation du

rapport bénéfice/risque et comment maximiser les bénéfices en minimisant les risques.

Dans ce cas précis, 3 grandes préoccupations limitent cette prise de décision :

La premiere préoccupation concerne les limites encore mal définies de la technologie
CRISPR. En effet, CRISPR présente une efficacité qui peut étre limitée, ce qui entraine une
balance ou les risques peuvent dépasser les bénéfices. L’édition incompléte peut mener a du
mosaicisme. L’édition hors cible, rare mais possible, peut provoquer des effets dramatiques ; il
est donc crucial d’évaluer ces effets et de se demander si les potentiels bénéfices de ces
modifications justifient ces risques, excepté peut-&tre dans le cadre de traitements oncologiques

en dernier recours.

La seconde préoccupation porte sur le futur des organismes modifiés. Il est important
de se questionner sur les effets a tres long terme de ces modifications génétiques. Quels seront
les effets permanents et les conséquences pour les organismes concernés ? Au-dela de ces
organismes, la transmission de ces modifications aux générations futures, notamment via des

vecteurs viraux, souleve des questions importantes quant a leur impact entre individus.
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Enfin, la troisiéme préoccupation, qui s’ajoute aux deux précédentes, concerne la
complexité de la relation entre I’information génétique et le phénotype biologique. Méme si
I’objectif fonctionnel est atteint, notre compréhension actuelle des mécanismes physiologiques
et pathologiques est complexe et reste incompléte. Des aspects tels que la régulation
épigénétique, la synergie entre différents mécanismes physiologiques, les éléments de
régulation distants et les facteurs environnementaux demeurent des domaines d'étude encore

non entiérement résolus.

En conclusion, la thérapie génique et des outils comme CRISPR/Cas9 ouvrent des
perspectives prometteuses pour la médecine, notamment dans le traitement de maladies
jusqu'ici incurables, mais il est crucial de déterminer ou doivent étre fixées les limites de leur
utilisation. 1l est essentiel de garantir que ces technologies soient développées et appliquées de
maniére responsable, en tenant compte des risques pour les générations futures et en évitant les
dérives potentielles vers des pratiques non éthiques. Le défi réside dans la nécessité de trouver

un équilibre entre I'innovation scientifique et le respect des valeurs humaines fondamentales.
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Conclusion

En conclusion, cette these a mis en lumiere les avancées majeures dans le domaine de la
thérapie génique, en particulier a travers ’utilisation de la technologie CRISPR/Cas9.

L’histoire de la thérapie génique, riche en découvertes et en défis, t¢émoigne de son évolution
depuis ses débuts jusqu’a sa concrétisation en tant qu'outil thérapeutique puissant.
CRISPR/Cas9, en offrant une précision sans précédent dans 1’édition génétique, a marqué un
tournant en permettant des interventions directes et spécifiques sur le génome, transformant

ainsi le paysage des traitements géniques.

L’étude de cas démontre que CRISPR/Cas9 est une approche prometteuse pour traiter les
maladies dégénératives de la rétine causées par des mutations génétiques. Nous avons pu
montrer que I'édition du géne Sag dans les photorécepteurs est possible, bien que le taux
d'édition varie et présente encore des défis techniques.

L'analyse a révélé que la diffusion de Cas9 dans les cellules rétiniennes était limitée, ce qui
pourrait expliquer le taux d'édition relativement faible. Les difficultés pourraient étre dues a la
morphologie des photorécepteurs ou a des problemes liés a la dégradation des RNP.

Des améliorations sont nécessaires pour optimiser l'efficacité de cette approche. Les recherches
futures devront se concentrer sur des méthodes pour améliorer la pénétration et la stabilité de

Cas9 dans les cellules cibles afin de maximiser le potentiel thérapeutique de cette technologie.

Au-dela de cette application spécifiqgue, CRISPR/Cas9 a montré des perspectives
prometteuses dans plusieurs domaines cliniques majeurs. En oncologie, la technologie a facilité
I’identification de nouvelles cibles thérapeutiques et amélioré les approches existantes,
notamment les thérapies par cellules CAR-T. Dans le domaine des maladies
neurodégénératives, CRISPR/Cas9 offre des opportunités pour développer des thérapies
potentiellement curatives pour des pathologies jusque-la traitées uniquement de maniere
symptomatique. De méme, dans le cadre des infections virales chroniques, CRISPR/Cas9 ouvre
des perspectives intéressantes pour le traitement d’infections complexes telles que le VIH, le
HPV et I’hépatite B, bien que des défis importants subsistent avant une application clinique

géneralisée.

Cependant, 1’évolution rapide de cette technologie pose des défis réglementaires et

éthiques considérables. Les cadres réglementaires actuels, bien que congus pour protéger la
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santé publique, présentent une complexité et un manque d'harmonisation qui freinent le
développement uniforme des thérapies géniques a 1’échelle mondiale. Une révision des
régulations, ainsi qu’une harmonisation internationale, pourraient favoriser une meilleure
accessibilité et un développement plus cohérent de ces traitements.

Par ailleurs, les questions éthiques soulevées par I'édition génétique, en ce qui concerne les
modifications du patrimoine genétique et leurs implications a long terme, doivent étre abordees
avec rigueur. Il est crucial de développer et d’appliquer ces technologies de maniére
responsable, en veillant & respecter les valeurs humaines fondamentales et & éviter les dérives
potentielles.

En somme, la technologie CRISPR/Cas9 représente un progrés remarquable en
médecine, offrant des solutions potentielles pour des maladies jusque-la incurables. Toutefois,
pour maximiser ses bénéfices tout en minimisant les risques, il est essentiel de naviguer
prudemment entre innovation scientifique et considérations éthiques, garantissant ainsi que ces

avancées profitent pleinement a I’humanité.

La Doyenne de I’'UFR de Pharmacie, Le Président du jury,
Mme Christiane FORESTIER M. Damien BALESTRINO
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