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Génétique inverse, reverse, transfert de génes

Du génotype au phénotype
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Utilisation de modéle animaux pour la thérapie génique

Stratégie d’étude des maladies génétiques :

- Etablir un modéle 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 modéles:
- par injection dans le pronucléus male, mais peu efficace

- par injection de cellules ES modifiées (éventuellement grace a CRISPR)
dans un blastocyste, mais probléme 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
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Inactivation chez la souris

TARGETED GENE REPLACEMENT IN MICE
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Inactivation chez la souris
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Transgénése chez la souris, résumé

Method 1
DNA
‘ Selectfor cells Inject ransformed
P — —  oxpressing ES cells into inner
* desired gene cellmass
Embryonic stem (ES) cells
Blasts
Method 2 Inner cell
mass
Pronuclei

Desired gene Implant in uterus

ized egg
Implant in uterus

Foster mother

N

Test offspring for presence of gene

Mate heterozygous offspring to produce
homozygous transgenic strain

12



Génétique inverse, transfert de génes
Manipulations génétiques,
Organismes génétiquement modifiés

AVANT CRISPR:

Recombinaison homologue au locus
=) APRES CRISPR:
édition de génome

13

CRISPR-Cas systémes de défense des génomes bactériens

+ Organisation du locus bactérien CRISPR/Cas9

Genes encoding Cas proteins CRISPR array
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CRISPR-Cas systémes de défense des génomes bactériens

< Expression et maturation du complexe CRISPR/Cas9
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CRISPR-Cas systémes de défense des génomes bactériens

Un systéme diversifié
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CRISPR-Cas systémes de défense des génomes bactériens
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CRISPR-Cas systémes de modification ciblée des génomes

Outil de ciblage :
Homologie acides
nucléiques

Cassure double-brin
ciblée
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Réparation
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NHEJ

CRISPR-Cas systémes de modification ciblée des génomes
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CRISPR-Cas systémes de modification ciblée des génomes

Réparation
imprécise via
NHEJ
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CRISPR-Cas systémes de modification ciblée des génomes
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Utilisation de modéle animaux pour la thérapie génique

Stratégie d’étude des maladies génétiques :

- Etablir un modéle 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 modéles:
- par injection dans le pronucléus male, mais peu efficace

- par injection de cellules ES modifiées (éventuellement grace a CRISPR)
dans un blastocyste, mais probléme 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
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Modéle 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 (a refaire réguli€rement)

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, étre exprimé, virus possible mais
problémes d'immunogénicité et d'efficacité

ADN/ARN dans un liposome, ou sur des nanoparticules, probléme d'efficacité
ARN doit pénétrer cellule et ne pas étre détruit: chemically-modified RNAs
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Thérapie génique : stratégies
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Différentes possibilités ...

‘Gano augmentation therapy
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Utilisation de modéle animaux pour la thérapie génique

SCIENCE TRANSLATIONAL MEDICINE | RESEARCH ARTICLE

MUSCULAR DYSTROPHY
Single-cut genome editing restores dystrophin

expression in a new mouse model of
muscular dystrophy

Leonela Amoasii,"* Chengzu Long,'*' Hui Li,' Alex A. Mireault,’ John M. Shelton,?
Efrain Sanchez-Ortiz," John R. McAnally,' Samadrita Bhattacharyya,’ Florian Schmidt,?
Dirk Grimm,* Stephen D. Hauschka,* Rhonda Bassel-Duby,’ Eric N. Olson'*

Amoasii et al., Sci. Transl. Med. 9, eaan8081 (2017) 29 November 2017

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

Utilisation de CRISPR pour 1) établir modéle murin et 2) outil de thérapie
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Utilisation de modéle animaux pour la thérapie génique

1- Etablir un modéle animal de la maladie portant une délétion de
I’exon du géne codant la dystrophine pour mimer la DMD humaine

=> Délétion par double CRISPR/Cas9, sgRNAs dirigés vers les introns
autour de 'exon 50
= Recherche de souriceaux FO pour indel dans génes de la dystrophine
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ic] o) s

Décalage de
phase de
lecture

WT AEX50

» souris AEx50 :

- nécrose musculaire a I'age de 3 semaines

- infiltration inflammatoire a I'age de 2 mois

- élévation de la créatine kinase sérique (indiquant des Iésions
musculaires)

Amoasii et al., Sci. Transl. Med. 9, eaan8081 (2017) 29 November 2017
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d'épissage (ESE) est
coupé a 9 pb de la
jonction intron-exon

Utilisation de modéle animaux pour la thérapie génique

2 - Elaborer une stratégie d'édition du génome a partir d'une seule

coupure d’ADN A
AEX5°W‘”‘E’ Rétablir phase
correcte en excisant
AEX50-51 %_//_E I'intron 51
B sgRNA-ex51
Le site accepteur

PAM
aacactagCTGCCA
TEERELEEErrrne
ttgtgatcGACGGTCAGT

Target sequence
~e—

CTTTACTAGTAGTTTGTCTTCC
[ARRRRRRRRRRRRNRRA Y

- - - )GAAATGATCATCARACAGAAGGE

Intron

c pan ¥ ESE
WI ctttctttcaaaaacactagCTGCCAGTCAGACT
+1

#Reads % Reads
5061  80.61
9.30

AGTGACAC

3.99
195
140
1.20
0.87

AAV9-Cas9 G—E@-

Adeno-associated virus serotype 9

polyA
SpCas9 _|—"‘ l
+
pCK8 : expression dans le muscles SgRNA-51 sgRNA-51 sgRNA-51
AAV9-sgRNA | Us H1 SK CKae. GFP{]
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Utilisation de modéle animaux pour la thérapie génique

3- Edition du génome a partir d'une seule coupure d’ADN qui rétabli

deux alléles fonctionnels (AEx50-RF & AEx50-51) a partir de I'alléle
perte de fonction AEx50

C wrt Exon 50 Exon 51
CTGAGCACTACTGGAGCCTCTGCCAGTCAGACTGTTACTCTAGTGACACAA
m L S TTGASASOQTVTTULUVTQ
AEX50 Exon 49 Exon 51 mutant: décalage
03 AGCACTCAGCCAGTGAAGCTGCCAGT-AGACTGTTACTCTAGTGACACAA du cadre de
S T Q PV K,L PV RUL L L STOP H N lecture
' 0/ - A
AEX50-RF Exon 49 Exon 51 23 A;.(ried?jcalage
[io] 5 | AGCACTCAGCCAGTGAAGCTGCCAGTCAAGACTGTTACTCTAGTGACACAA u cadre de
§$ T QP V KL PV KTVTTLVTQ lecture
AEX50-51 Exon 49 Exon 52 15%: délétion
AGCACTCAGCCAGTGAAGGCAACACTGCAAGATTTGGAACAGAGACGCCCC de ESE de
a2 S T QP V K'ATTLOQDTILTEQRRP .
I'exon 51
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Thérapie génique

2012 Glybera: traitement de pancréatite génétique grave: LPLD (lipoprotein
lipase deficiency): virus contenant une copie du géne, ne s'insére pas, reste

cytoplasmique.

Injections dans muscle de la cuisse, traitement censé durer 10 ans au moins. Tests
cliniques OK. Mise sur le marché a 1,6 millions de $ (Traitement alternatif 300 000

$ par an).

Pas de demande, commercialisation stoppée en 2016.
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BIOWORLD

The Daily Biopharmaceutical News Source
Now From Thomson Reuters

First Gene Therapy Glybera (Finally) Gets EMA
Approval

By Nuala Moran
Staff Writer

Patients with LPL are unable to process fat particles in the bloodstream, which accumulate to cause severe
attacks of pancreatitis. "Patients with LPL are afraid of eating a normal meal because it can lead to acute
and extremely painful inflammation of the pancreas, often resulting in a visit to intensive care," Aldag noted.
"Now, for the first time, a treatment exists for these patients that not only reduces this risk of getting

severely sick, but also has a multiyear beneficial effect after just a single injection.”

The need for a single treatment marks a divide between Glybera and enzyme replacement therapies for
similar inherited enzyme deficiency disorders, which must be administered on a chronic basis. Marketed
and Aldag

enzyme replacement therapies‘cosl between €150,000 and €450,000 per patient, per annum,

(hinks‘the pricing for Glybera should be a multiple of some price in that range‘to reflect the fact that a one

off-treatment with Glybera has an effect that lasts over years.
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Thérapie génique
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Gene therapy cures leukaemia in eight days

) 26 March 2013 by Andy Coghlan
) Magazine issue 2910. Subscribe and save
) For similar stories, visit the Cancer and Genetics Topic Guides

WITHIN just eight days of starting a novel gene therapy, David Aponte's
“incurable" leukaemia had vanished. For four other patients, the same
happened within eight weeks, although one later died from a blood clot
unrelated to the treatment, and another after relapsing.

The cured trio, who were all previously diagnosed with usually fatal relapses
of acute lymphoblastic leukaemia, have now been in remission for between 5
months and 2 years. Michel Sadelain of the Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center in New York, co-leader of the group that designed the trial, says that a
second trial of 50 patients is being readied, and the team is looking into using
the technique to treat other cancers.

The key to the new therapy is identifying a molecule unique to the surface of
cancer cells, then genetically engineering a patient's immune cells to attack
it.




Thérapie génique

Recherche en cours :

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

=> Mort subite par arrét cardiaque

https://www.orpha.net/consor4.01/www/cgi-bin/Disease_HPOTerms.php?Ing=FR
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ARTICLE

doi10.1038/nature23305

Correction of a pathogenic gene
mutation in human embryos

Hong Ma'*, Nuria Marti-Gutierrez'¥, Sang-Wook Park’, Jun Wu®*, Veonmi Lee, Keiichiro Suzuki’, Amy Koski', Dongmet I,
Tomonari Hayamal, Riffat Ahmed’, Hayley Darby', Crystal Van Dyken, Ying L', Eunju Kang!, A.-Reum Park?, Daesik Kim’, 3
Sang-Tae Kim?, Jianhui Gong**”%, Ying Gu®7, Xun Xu**7, David Battaglial %, Sacha A. Krieg?, David M. Lee’, Diana H. W',
Don P. Wolf!, Stephen B. Heitner'?, Juan Carlos Izpnsua Belmonte’s, Paula Amato' %, Jin-Soo Kim?-§, Sanjiv Kaul'0§ &
Shoukhrat Mitalipov!1%§

Genome editing has potential for the targeted correction of germline mutations. Here we describe the correction of
the he!emzygo\ls MYBPC3 mutation in human preimplantation amhryns with precise CRISPR-Cas9-based targeting
accuracy and high directed repair by germline-specific DNA repair
response. Induced double-strand breaks (DSBs) at the mutant paterml allele were predominantly repaired using the
homologous wild-type maternal gene instead of a synthetic DNA template. By modulating the cell cycle stage at which
the DSB was induced, we were able to avoid mosaicism in cleaving embryos and achwve a high yield of homozygous

embryos carrying the wild-type MYBPC3 gene without evid f off-target accuracy and
safety of the that ithas puu—,nu.. to be used for the correction of heﬂtable ‘mutations in human
by i i However, much remains lobe considered before clinical

i including the ility of the i with other

MYBPC3 géne de susceptibilité a des cardiomyopathies
1:500 adultes (Mort subite par arrét cardiaque)
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Thérapie génique

Le pire exemple?

- directement sur I'humain

- lignée germinale touchée puisque traitement au stade une cellule

- individus par encore malades et traitement préventif existant et efficace
- peu de controle de la manipulation (mosaique)

- contrdle institutionnel et sociétal "hypocrite"
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Novembre 2018: une grossesse gémellaire a donné naissance a Nana et Lula:
"bébés Crispr" ou “bébés OGM”.

SUMMIT ON

D INTERNATIONAL
IS-iELCJ?\;ZIP’]T(E;E ME EDITINQ

He Jiankui a annoncé cette nouvelle a la veille de la seconde conférence
internationale sur les modifications du génome humain, a 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.

L'enquéte surles « bébés CRISPR »
génétiquement modifiés confirme une

autre grossesse en cours

7 Nelly Lesage - 23 janvier 2019 - Sciences
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He Jankui: “Lorsque Lulu et Nana n'étaient encore
gu'une seule cellule, l'intervention génétique a
supprimé l'acces par lequel le VIH entre dans les
cellules pour infecter I'h6te". (géne CCRS)
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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'enquéte révéle qu'il est peu probable que
I'Université ou I'Etat n'ait pas été au courant et n‘ait
pas financé ses expériences, et que de nombreuses

personalités suivaient les expériences en cours...

“I certainly
don’t approve
of what JK did.”

(statement to Science)

“Wow, that’s
quite an
achievement!”

(email to He Jiankui)

Stephen Quake, Stanford University
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