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Génétique inverse, transfert de gènes
Manipulations génétiques, 

Organismes génétiquement modifiés

AVANT CRISPR:
Recombinaison homologue au locus

APRES CRISPR:
édition de génome
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Génétique inverse, reverse, transfert de gènes

Du génotype au phénotype

Génétique

Génomique

Gènes

Séquençage

Mutants avec 
phénotype

Génétique
inverse

Marqueurs, 
transfert

Phénotypes
mutants
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Stratégie d’étude des maladies génétiques :

- Établir un modèle animal de la maladie en établissant une lignée stable 
de souris transgéniques

- Tester des thérapies géniques sur des souriceaux pour mimer le 
traitement des patients.

1- Etablissement d'une lignée stable d'animaux modèles:
- par injection dans le pronucléus mâle, mais peu efficace

- par injection de cellules ES modifiées (éventuellement grâce à CRISPR) 
dans un blastocyste, mais problème du chimérisme

2- Traitement par thérapie génique d'individus mimant la maladie:
par le protocole prévu en thérapie humaine: traitement de cellules 
différenciées, de cellules souches, éventuellement d'embryons, par 
CRISPR de plus en plus souvent

Utilisation de modèle animaux pour la thérapie génique
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Inactivation chez la souris
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Développement précoce de la souris

From Sedivy 
& Joyner 
“Gene 
Targeting” 
1992
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Inactivation chez la souris
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Souris chimères 
(provenant de deux 

embryons)
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Inactivation chez la souris
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Inactivation chez la souris
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Transgénèse chez la souris, résumé
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CRISPR-Cas systèmes de défense des génomes bactériens

v Organisation du locus bactérien CRISPR/Cas9 

v Adaptation 

Spacer : ADN de phage, plasmide
Repeat : ADN bactérien

CAS = CRISPR associated protein
endonucleases

PAM = protospacer adjacent motif
Site de localisation de la coupure DB 

CRISPR array : collection d’ADNs invasif
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CRISPR-Cas systèmes de défense des génomes bactériens

v Expression et maturation du complexe CRISPR/Cas9 

v Interférence (RNA-mediated defense system) 

crRNA = 
CRISPR RNA

crRNA + Cas =
ribonucleoprotein complex (RNP)
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CRISPR-Cas systèmes de défense des génomes bactériens

Un système diversifié
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CRISPR-Cas systèmes de défense des génomes bactériens

Clustered Regularly 
Interspaced Short 

Palindromic Repeats

CRISPR RNA 
(crRNA)

trans-activating 
CRISPR RNA

(tracrRNA)

Cas9 
endonuclease 

Streptococcus pyogenes

Ø Cassure 
double-brin

Protospacer adjacent 
motif = PAM

2-6 pb (virus, plasmide)

effector complexes

CRISPR-Cas9
Type II
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CRISPR-Cas systèmes de modification ciblée des génomes

Outil de ciblage :
Homologie acides 

nucléiques

Cassure double-brin 
ciblée

Prix Nobel de chimie 
2020

 E. Carpentier & J. 
Doudna

18



29/01/2025

10

CRISPR-Cas systèmes de modification ciblée des génomes

Réparation 
imprécise via 

NHEJ

Recombinaison 
homologue
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CRISPR-Cas systèmes de modification ciblée des génomes

https://www.youtube.com/watch?v=4YKFw2KZA5o

Réparation 
imprécise via 

NHEJ
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Coupure via transposase : pas de 
système de réparation impliqué

CRISPR-Cas systèmes de modification ciblée des génomes
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Stratégie d’étude des maladies génétiques :

- Établir un modèle animal de la maladie en établissant une lignée stable 
de souris transgéniques

- Tester des thérapies géniques sur des souriceaux pour mimer le 
traitement des patients.

1- Etablissement d'une lignée stable d'animaux modèles:
- par injection dans le pronucléus mâle, mais peu efficace

- par injection de cellules ES modifiées (éventuellement grâce à CRISPR) 
dans un blastocyste, mais problème du chimérisme

2- Traitement par thérapie génique d'individus mimant la maladie:
par le protocole prévu en thérapie humaine: traitement de cellules 
différenciées, de cellules souches, éventuellement d'embryons, par 
CRISPR de plus en plus souvent

Utilisation de modèle animaux pour la thérapie génique
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Modèle animaux : modifications germinales ou 
somatiques
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Thérapie génique

Quelle molécule transférer et quelles cellules traiter?

ADN: manipulation génétique de cellules progénitrices (longue  durée), ou 
manipulation génétique de cellules différenciées (à refaire régulièrement)

Interdiction de modifier lignée germinale.

ARN: directement traduit dans cytoplasme, effets secondaires si grandes 
quantités d'ARN circulant

Comment transférer?

ADN doit pénétrer dans le noyau, s'insérer, être exprimé, virus possible mais 
problèmes d'immunogénicité et d'efficacité

ADN/ARN dans un liposome, ou sur des nanoparticules, problème d'efficacité
ARN doit pénétrer cellule et ne pas être  détruit: chemically-modified RNAs
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Thérapie génique : stratégies
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Différentes possibilités …
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Utilisation de modèle  animaux  pour la thérapie génique

Utilisation de CRISPR pour 1) établir modèle murin et 2) outil de thérapie

Deletions of exon 50 of the dystrophin gene are among the 
most common single exon deletions causing DMD. 

27

Utilisation de modèle  animaux  pour la thérapie génique

1- Établir un modèle animal de la maladie portant une délétion de 
l’exon du gène codant la dystrophine pour mimer la DMD humaine

è Délétion par double CRISPR/Cas9, sgRNAs dirigés vers les introns 
autour de l’exon 50

è Recherche de souriceaux F0 pour indel dans gènes de la dystrophine

Ø souris ∆Ex50 :
- nécrose musculaire à l'âge de 3 semaines
- infiltration inflammatoire à l'âge de 2 mois
- élévation de la créatine kinase sérique (indiquant des lésions 
musculaires)

Décalage de 
phase de 
lecture
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Utilisation de modèle  animaux  pour la thérapie génique

2 - Élaborer une stratégie d'édition du génome à partir d'une seule 
coupure d’ADN

Le site accepteur 
d'épissage (ESE) est 
coupé à 9 pb de la 
jonction intron-exon

Rétablir phase 
correcte en excisant 

l’intron 51

Adeno-associated virus serotype 9
pCK8 : expression dans le muscles
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Utilisation de modèle  animaux  pour la thérapie génique

3- Édition du génome à partir d'une seule coupure d’ADN qui rétabli 
deux allèles fonctionnels (∆Ex50-RF & ∆Ex50-51) à partir de l’allèle 
perte de fonction ∆Ex50 

63%: redécalage 
du cadre de 
lecture

15%: délétion  
de ESE de 
l'exon 51

mutant: décalage 
du cadre de 
lecture
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Thérapie génique

2012 Glybera: traitement de pancréatite génétique grave: LPLD (lipoprotein  
lipase deficiency): virus contenant une copie du gène, ne s'insère pas, reste 
cytoplasmique.
Injections dans muscle de la cuisse, traitement censé durer 10 ans au moins. Tests 
cliniques OK. Mise sur le marché à 1,6 millions de $ (Traitement  alternatif 300 000 
$  par an).

Pas de demande, commercialisation stoppée en 2016.
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Thérapie génique

2017 YESCARTA: 
immunothérapie de 
lymphome non 
Hodgkinien: cellules 
exprimant récepteur 
antagonique chimérique 
dirigé contre CD19 à la 
surface des cellules 
cancéreuses: "CAR-T 
cells", injectées au 
patient. Les cellules sont 
celles du patient, 
modifiées par génie 
génétique.

Effets secondaires 
immunologiques, 
neurologiques.
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Thérapie génique
Recherche en cours :

2017 : MYBPC3 (myosin binding protein C3, 11p11.2) 
 gène de susceptibilité à des cardiomyopathies (1:500 adultes)

 => Mort subite par arrêt cardiaque

https://www.orpha.net/consor4.01/www/cgi-bin/Disease_HPOTerms.php?lng=FR
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MYBPC3 gène de susceptibilité à des cardiomyopathies 
1:500 adultes (Mort subite par arrêt cardiaque) 
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Le pire exemple?

- directement sur l'humain

- lignée germinale touchée puisque traitement au stade une cellule

- individus par encore malades et traitement préventif existant et efficace

- peu de contrôle de la manipulation (mosaïque)

- contrôle institutionnel et sociétal  "hypocrite"

Thérapie génique
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Novembre 2018: une grossesse gémellaire a donné naissance à Nana et Lula:  
"bébés Crispr" ou “bébés OGM”.

He Jiankui a annoncé cette nouvelle à la veille de la seconde conférence 
internationale sur les modifications du génome humain, à Hong Kong.
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He Jiankui a recruté 8 couples volontaires, formés par des 
hommes séropositifs pour le HIV et des femmes séronégatives. 
Les expériences de modifications de génome ont été menées 

entre mars 2017 et novembre 2018.
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He Jankui: “Lorsque Lulu et Nana n'étaient encore 
qu'une seule cellule, l'intervention génétique a 

supprimé l'accès par lequel le VIH entre dans les 
cellules pour infecter l'hôte". (gène CCR5)
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Oeufs humains fécondés in vitro
Technologie maitrisée depuis les années 1980.

LOUISE BROWN NEE EN 1978
PREMIER BEBE “EPROUVETTE”
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He Jankui est rapidement désavoué par son Université.

L'enquête révèle qu'il est peu probable que 
l'Université ou l'Etat n'ait pas été au courant et n'ait 
pas financé ses expériences, et que de nombreuses 

personalités suivaient les expériences en cours...
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