ROYAUME DU MAROC
UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT

FACULTE DE MEDECINE
Bl il vy Ayl
Université Mohammed V de Rabat ET DE PHARMACIE
RABAT
Année: 2022 These N°: 09

THERAPIE GENIQUE ET CRISPR-CAS 9

THESE
Présentée et soutenue publiquementle: / /2022

PAR

Madame Fatima Zahra EL HACHIMI
Née le 04 Février 1998 a Casablanca

Pour ['Obtention du Diplome de
Docteur en Pharmacie

Mots Clés : Thérapie génique; CRISPR-cas9; Génome; ADN

Membres du Jury :

Monsieur Jaouad EL HARTI Président
Professeur de Chimie Thérapeutique

Monsieur Azeddine IBRAHIMI Rapporteur
Professeur de Biologie Moléculaire

Madame Mouna OUADGHIRI Juge
Professeur de Microbiologie

Madame Naima EL HAFIDI Juge

Professeur de Pédiatrie



Liale La ¥) U ale Y dlila | 5i8
aSall addel) ) L)
31:2\;@1:@)@‘]1%



el

18

UNIVERSITE MOHAMMED V
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DOYENS HONORAIRES :

1962 - 1969:
1969 - 1974:
1974 - 1981:
1981 - 1989:
1989 - 1997:
1997 - 2003:
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*Enseignant militaire



1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS ET PHARMACIENS

PROFESSEURS DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR :

Décembre 1984

Pr.
Pr.
Pr.

MAAOUNI Abdelaziz
MAAZQOUZI Ahmed Wajdi
SETTAF Abdellatif

Décembre 1989

Pr.
Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

ADNAOQOUI Mohamed

Janvier et Novembre 1990

Pr. KHARBACH Aicha

Pr.

Février Avril Juillet et Décembre 1991

TAZI Saoud Anas

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AZZOUZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa
BELKOUCHI Abdelkader
BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina
BEZAD Rachid
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar
KHATTAB Mohamed
SOULAYMANI Rachida
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil

CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiqg

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

JIDDANE Mohamed

ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BEN RAIS Nozha
CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
IFRINE Lahssan

RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

*Enseignant militaire

Médecine Interne - Clinigue Royale
Anesthésie -Réanimation
Pathologie Chirurgicale

Médecine Interne —Doven de la FMPR
Neurologie

Gynécologie -Obstétrique
Anesthésie Réanimation

Anesthésie Réanimation

Néphrologie

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique Méd. Chef Maternité des Orangers
Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie- Dir. du Centre National PV Rabat
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale Doyen de EMPT
Anesthésie Réanimation
Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie

Cardiologie

Anatomie

Microbiologie

Radiothérapie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doven de la FMPA
Gynécologie Obstétrique

Chirurgie Générale — Directeur du CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique

Chirurgie Générale

Gynécologie —Obstétrique

Dermatologie




Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHERKAOUI Lalla Ouafae
Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila
Pr. IBEN ATTYA ANDALQUSSI Ahmed
Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia
Pr. SEFIANI Abdelaziz

Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim

Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BIROUK Nazha

Pr. FELLAT Nadia

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

Pr. TOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. BENKIRANE Majid*

Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUAMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

Pr. ECHARRAB EIl Mahjoub
Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim*
Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

*Enseignant militaire

Urologie Inspecteur du SSMVI
Pédiatrie

Traumatologie — Orthopédie
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Ophtalmologie
Geénétique

Réanimation Médicale

Chirurgie Pédiatrie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Néphrologie

Cardiologie Directeur HMI Mohammed V

Gynécologie-Obstétrique

Neurologie

Cardiologie

Chirurgie Pédiatrique

Urologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Psychiatrie Directeur Hop.Ar-razi Salé
Gynécologie Obstétrique

Neurologie Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale

Hématologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne



Novembre 2000

Pr. AIDI Saadia

Pr. AJANA Fatima Zohra
Pr. BENAMR Said

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma

Pr. EL HASSANI Amine
Pr. EL KHADER Khalid
Pr. GHARBI Mohamed EIl Hassan
Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae

Décembre 2001

Pr. BALKHI Hicham*

Pr. BENABDELJLIL Maria
Pr. BENAMAR Loubna

Pr. BENAMOR Jouda

Pr. BENELBARHDADI Imane
Pr. BENNANI Rajae

Pr. BENOUACHANE Thami
Pr. BEZZA Ahmed*

Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
Pr. BOUMDIN EIl Hassane*
Pr. CHAT Latifa

Pr. EL HIJRI Ahmed

Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
Pr. EL MADHI Tarik

Pr. EL OUNANI Mohamed

Pr. ETTAIR Said

Pr. GAZZAZ Miloudi*

Pr. HRORA Abdelmalek

Pr. KABIRI EL Hassane*

Pr. LAMRANI Moulay Omar
Pr. LEKEHAL Brahim

Pr. MEDARHRI Jalil

Pr. MIKDAME Mohammed*
Pr. MOHSINE Raouf

Pr. NOUINI Yassine

Pr. SABBAH Farid

Pr. SEFIANI Yasser

Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr. AMEUR Ahmed *

Pr. AMRI Rachida

Pr. AOURARH Aziz*

Pr. BAMOU Youssef *
Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*
Pr. BENZEKRI Laila

Pr. BENZZOUBEIR Nadia
Pr. BERNOUSSI Zakiya
Pr. CHOHO Abdelkrim *
Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL Fellous Sidi Zouhair

Pr. FILALI ADIB Abdelhai

*Enseignant militaire

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie - Directeur HOp.Cheikh Zaid
Urologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pédiatrie

Anesthésie-Réanimation

Neurologie

Néphrologie

Pneumo-phtisiologie

Gastro-Entérologie

Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie

Anatomie

Radiologie

Radiologie

Anesthésie-Réanimation

Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrigue Directeur Hop. Des Enfants Rabat
Chirurgie Génerale

Pédiatrie - Directeur HOp. Univ. International (Cheikh Khalifa)
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale Directeur Hopital Ibn Sina

Chirurgie Thoracique

Traumatologie Orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique V-D charagé Aff Acad. Est.
Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique

Pédiatrie

Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Gynécologie Obstétrique



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

.HAJJIl Zakia

. KRIOUILE Yamina
. OUJILAL Abdelilah
. RAISS Mohamed

. SIAH Samir *

. THIMOU Amal

. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH EIl Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre *
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abhdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALLALI Fadoua
AMAZQOUZI Abdellah
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENYASS Aatif*
DOUDOUH Abderrahim*
HAJJI Leila

HESSISSEN Leila
JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
SBIHI Souad

ZERAIDI Najia

Avril 2006

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ACHEMLAL Lahsen*

. BELMEKKI Abdelkader*

. BENCHEIKH Razika

. BOUHAFS Mohamed EI Amine
. BOULAHY A Abdellatif*

. CHENGUETI ANSARI Anas

. DOGHMI Nawal

*Enseignant militaire

Ophtalmologie

Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Chirurgie Génerale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Génerale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie

Ophtalmologie

Rhumatologie Directeur Hop. Al Avachi Salé
Pédiatrie
Cardiologie
Biophysique
Cardiologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

(mise en disponibilité)

Rhumatologie
Hématologie

O.R.L

Chirurgie - Pédiatrique

Chirurgie Cardio — Vasculaire. Directeur Hopital Ibn Sina Marr.

Gynécologie Obstétrique
Cardiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
. TELLAL Saida*
Pr.

Pr

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
HARMOUCHE Hicham
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*
SOUALHI Mouna

ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid
ACHACHI Leila
AMHAJJI Larbi *
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed *
BALOUCH Lhousaine *
BENZIANE Hamid *
BOUTIMZINE Nourdine
CHERKAOUI Naoual *
EL BEKKALI Youssef *
EL ABSI Mohamed

EL MOUSSAQUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine
HADADI Khalid *
ICHOU Mohamed *
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LOUZI Lhoussain *
MADANI Naoufel
MARC Karima
MASRAR Azlarab
OUZZIF Ez zohra *
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine *
SIFAT Hassan *
TACHFOUTI Samira

TAJDINE Mohammed Tarig*

TANANE Mansour *
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Mars 2009

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUZAHIR Ali *
AGADR Aomar *

AIT ALI Abdelmounaim *
AKHADDAR Ali  *

*Enseignant militaire

Cardiologie
Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie
Pharmacie galénique
Chirurgie cardio-vasculaire
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice

Radiothérapie
Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie
Microbiologie
Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Biochimie-chimie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Chirurgie générale
Traumatologie-orthopédie
Parasitologie
Cardiologie

Médecine interne
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Neuro-chirurgie



Pr. ALLALI Nazik Radiologie

Pr. AMINE Bouchra Rhumatologie

Pr. ARKHA Yassir Neuro-chirurgie  Directeur Hop.des Spécialites
Pr. BELYAMANI Lahcen * Anesthésie Réanimation

Pr. BJIJOU Younes Anatomie

Pr. BOUHSAIN Sanae * Biochimie-chimie

Pr. BOUI Mohammed * Dermatologie

Pr. BOUNAIM Ahmed * Chirurgie Geénérale

Pr. BOUSSOUGA Mostapha * Traumatologie-orthopédie
Pr. CHTATA Hassan Toufik * Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pr. DOGHMI Kamal * Hématologie clinique

Pr. EL MALKI Hadj Omar Chirurgie Générale

Pr. EL OUENNASS Mostapha* Microbiologie

Pr. ENNIBI Khalid * Médecine interne

Pr. FATHI Khalid Gynécologie obstétrique
Pr. HASSIKOU Hasnha * Rhumatologie

Pr. KABBAJ Nawal Gastro-entérologie

Pr. KABIRI Meryem Pédiatrie

Pr. KARBOUBI Lamya Pédiatrie

Pr. LAMSAOQURI Jamal * Chimie Thérapeutique

Pr. MARMADE Lahcen Chirurgie Cardio-vasculaire
Pr. MESKINI Toufik Pédiatrie

Pr. MESSAOUDI Nezha * Hématologie biologique

Pr. MSSROURI Rahal Chirurgie Générale

Pr. NASSAR Ittimade Radiologie

Pr. OUKERRAJ Latifa Cardiologie

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani * Pneumo-Phtisiologie
Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha Anesthésie réanimation

Pr. AMEZIANE Taoufig* Médecine Interne  Directeur ERSSM
Pr. BELAGUID Abdelaziz Physiologie

Pr. CHADLI Mariama* Microbiologie

Pr. CHEMSI Mohamed* Médecine Aéronautique

Pr. DAMI Abdellah* Biochimie- Chimie

Pr. DARBI Abdellatif* Radiologie

Pr. DENDANE Mohammed Anouar Chirurgie Pédiatrique

Pr. EL HAFIDI Naima Pédiatrie

Pr. EL KHARRAS Abdennasser* Radiologie

Pr. EL MAZOUZ Samir Chirurgie Plastique et Réparatrice
Pr. EL SAYEGH Hachem Urologie

Pr. ERRABIH lkram Gastro-Entérologie

Pr. LAMALMI Najat Anatomie Pathologique

Pr. MOSADIK Ahlam Anesthésie Réanimation

Pr. MOUJAHID Mountassir* Chirurgie Générale

Pr. ZOUAIDIA Fouad Anatomie Pathologique
Decembre 2010

Pr.ZNATI Kaoutar Anatomie Pathologique
Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed Chirurgie pédiatrique

Pr. ABOUELALAA Khalil * Anesthésie Réanimation

Pr. BENCHEBBA Driss * Traumatologie-orthopédie

*Enseignant militaire



Pr. DRISSI Mohamed *

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL OUAZZANI Hanane *

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Février 2013

Pr.AHID Samir

Pr.AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOR Mourad

Pr. AWAB Almahdi
Pr.BELAYACHI Jihane
Pr.BELKHADIR Zakaria Houssain
Pr.BENCHEKROUN Laila
Pr.BENKIRANE Souad
Pr.BENSGHIR Mustapha *
Pr.BENYAHIA Mohammed *
Pr.BOUATIA Mustapha

Pr. BOUABID Ahmed Salim*
Pr BOUTARBOUCH Mahjouba
Pr.CHAIB Ali *
Pr.DENDANE Tarek

Pr.DINI Nouzha *

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Chirurgie Pédiatrique
Anatomie Pathologique

Pharmacologie
Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie-Réanimation
Biochimie-Chimie
Hématologie

Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chimie Analytique et Bromatologie
Traumatologie orthopédie
Anatomie

Cardiologie

Réanimation Médicale
Pédiatrie

Pr.ECH-CHERIF EL KETTANI Mohamed Ali Anesthésie Réanimation

Pr.ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa

Pr.ELFATEMI NIZARE
Pr.EL GUERROUJ Hasnae
Pr.EL HARTI Jaouad
Pr.EL JAOUDI Rachid *
Pr.EL KABABRI Maria
Pr.EL KHANNOUSSI Basma
Pr.EL KHLOUFI Samir
Pr.EL KORAICHI Alae
Pr.EN-NOUALI Hassane *
Pr.ERRGUIG Laila
Pr.FIKRI Meryem
Pr.GHFIR Imade
Pr.IMANE Zineb
Pr.IRAQI Hind
Pr.KABBAJ Hakima
Pr.KADIRI Mohamed *
Pr.LATIB Rachida
Pr.MAAMAR Mouna Fatima Zahra
Pr.MEDDAH Bouchra
Pr.MELHAOQUI Adyl
Pr.MRABTI Hind
Pr.NEJJARI Rachid
Pr.OUBEJJA Houda
Pr.OUKABLI Mohamed *
Pr.RAHALI Younes
Pr.RATBI Ilham
Pr.RAHMANI Mounia
Pr.REDA Karim *

*Enseignant militaire

Radiologie
Neuro-chirurgie
Médecine Nucléaire
Chimie Thérapeutique
Toxicologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Anatomie

Anesthésie Réanimation
Radiologie

Physiologie

Radiologie

Médecine Nucléaire
Pédiatrie
Endocrinologie et maladies métaboliques
Microbiologie
Psychiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Pharmacologie
Neuro-chirurgie
Oncologie Médicale
Pharmacognosie
Chirugie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Pharmacie Galénique Vice-Doyen a la Pharmacie
Génétique

Neurologie
Ophtalmologie




Pr.REGRAGUI Wafa
Pr.RKAIN Hanan
Pr.ROSTOM Samira
Pr.ROUAS Lamiaa
Pr.ROUIBAA Fedoua *
Pr SALIHOUN Mouna
Pr.SAYAH Rochde
Pr.SEDDIK Hassan *
Pr.ZERHOUNI Hicham
PrZINE Ali *

Avril 2013
Pr.EL KHATIB MOHAMED KARIM *

Mai 2013
Pr. BOUSLIMAN Yassir*

Mars 2014

Pr. ACHIR Abdellah

Pr. BENCHAKROUN Mohammed *
Pr.BOUCHIKH Mohammed

Pr. EL KABBAJ Driss *

Pr. EL MACHTANI IDRISSI Samira *
Pr. HARDIZI Houyam

Pr. HASSANI Amale *

Pr. HERRAK Laila

Pr. JEAIDI Anass *

Pr. KOUACH Jaouad*

Pr. MAKRAM Sanaa *

Pr. RHISSASSI Mohamed Jaafar
Pr. SEKKACH Youssef*

Pr. TAZI MOUKHA Zakia

Décembre 2014

Pr. ABILKACEM Rachid*

Pr. AIT BOUGHIMA Fadila

Pr. BEKKALI Hicham *

Pr. BENAZZOU Salma

Pr. BOUABDELLAH Mounya
Pr. BOUCHRIK Mourad*

Pr. DERRAJI Soufiane*

Pr. EL AYOUBI EL IDRISSI Ali
Pr. EL GHADBANE Abdedaim Hatim*
Pr. EL MARJANY Mohammed*
Pr. FEJJAL Nawfal

Pr. JAHIDI Mohamed*

Pr. LAKHAL Zouhair*

Pr. OUDGHIRI NEZHA

Pr. RAMI Mohamed

Pr. SABIR Maria

Pr. SBAI IDRISSI Karim*

Aout 2015
Pr. MEZIANE Meryem
Pr. TAHIRI Latifa

*Enseignant militaire

Neurologie

Physiologie

Rhumatologie

Anatomie Pathologique
Gastro-Entérologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Chirurgie Pédiatrique
Traumatologie Orthopédie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Toxicologie

Chirurgie Thoracique
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Thoracique
Néphrologie
Biochimie-Chimie
Histologie- Embryologie-Cytogénétique
Pédiatrie

Pneumologie

Hématologie Biologique
Gynécologie-Obstétrique
Pharmacologie

Ccv

Médecine Interne
Gynécologie-Obstétrique

Pédiatrie

Médecine Légale
Anesthésie-Reéanimation
Chirurgie Maxillo-Faciale
Biochimie-Chimie
Parasitologie

Pharmacie Clinique
Anatomie
Anesthésie-Réanimation
Radiothérapie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
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INTRODUCTION



INTRODUCTION

Trois décennies aprés ses premiers pas hésitants chez I'nomme, la thérapie génique
apparait comme une option thérapeutiqgue pour un nombre restreint mais croissant de
maladies. Bien que le concept ait été confronté a des incertitudes scientifiques et éthiques
lorsqu'il a été lancé dans les années 1970, les fondements de cette approche - remplacer ou
fixer un seul gene responsable de la maladie - se sont avérés solides. Les chercheurs ont mis
au point différents moyens de corriger ou d'influencer le fonctionnement des génes d'une
personne et ont utilisé ces techniques pour créer des thérapies pour plusieurs maladies du

sang, ainsi que pour des maladies dégéneratives des yeux et des muscles.

Aujourd'hui, le domaine commence a mdrir et a dépasser ces tactiques initiales. Des
progrés constants ont rendu l'administration de genes plus sdre et plus efficace, ce qui a
conduit a des dizaines d'essais sur I'homme dans de nouveaux tissus, comme le foie et le
ceeur. D'autres approches vont au-dela de la définition initiale de la thérapie génique, avec des
outils moléculaires de pointe qui corrigent les erreurs au sein des génes plutdt que de
remplacer ou d'insérer un gene entier, parmi eux : CRISPR-cas9. La maniére la plus simple
d'expliquer ce qui se trouve derriere I'acronyme difficilement pronongable CRISPR-cas9 est :
un ciseau génétique inspiré de la réaction immunitaire bactérienne déployée contre les

infections virales.

Pourtant, malgré les progrés récents, la thérapie génique se heurte a de nombreux
obstacles sur la voie d'une utilisation clinique plus large - le principal étant de savoir comment
cibler des tissus spécifiques sans déclencher de réponse immunitaire. L'amélioration de
I'efficacité et du colt de la fabrication constitue un défi plus vaste et & long terme : Aux Etats-
Unis, les traitements par thérapie génique coltent actuellement en moyenne plus de 400 000
dollars par dose. Neéanmoins, avec un tel potentiel et tant de patients ayant besoin de
nouvelles solutions, la thérapie génique ne peut que continuer a gagner en importance et en

puissance.



Dans ce travail, on abordera d’abord le concept d’ADN, depuis sa découverte jusqu’a la
possibilit¢ de sa modification, en passant par I’histoire de découverte de la biotechnologie
CRISPR-cas9. Ensuite on insistera sur les techniques de la thérapie génique, notamment le
mécanisme du systeme CRISPR-cas9 et ses moyens d’acheminements, les perspectives en
hématologie, infectiologie et oncologie, ou seront redéfinies les différentes cibles du ciseau
moléculaire et les applications qui en découlent. Enfin, on fera une mise au point sur les

paysages economique et éthique de la thérapie génique.
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1. HISTORIQUE

1.1. Thérapie génique :
1.1.1. Définition :

L'Agence européenne des médicaments (EMA) définit qu'un médicament de thérapie

génique est un médicament biologique qui répond aux deux caractéristiques suivantes :

(@) il contient une substance active qui contient ou consiste en un acide nucléique
recombinant utilisé chez I'hnomme ou administré a celui-ci en vue de réguler, réparer,
remplacer, ajouter ou supprimer une séquence génétique ; (b) son effet thérapeutique,
prophylactique ou diagnostique est directement lie & la séquence d'acide nucléique
recombinant qu'il contient, ou au produit de I'expression génétique de cette séquence. Les
médicaments de thérapie génique ne comprennent pas les vaccins contre les maladies

infectieuses.(1)

La Food and Drug Administration (FDA) définit la thérapie génique comme des
produits "qui exercent leurs effets par transcription et/ou traduction de matériel génétique
transféré et/ou par intégration dans le génome de I'néte et qui sont administrés sous forme
d'acides nucléiques, de virus ou de micro-organismes génétiqguement modifiés. Les produits
peuvent étre utilisés pour modifier des cellules in vivo ou transférés a des cellules ex vivo

avant d'étre administrés au receveur".(2)

En général, la thérapie génique peut étre classée en deux catégories : la thérapie génique
germinale et la thérapie génique somatique. La différence entre ces deux approches est que
dans la thérapie genique somatique, du matériel génétique est inséré dans certaines cellules
cibles, mais la modification n'est pas transmise a la génération suivante, alors que dans la
thérapie génique germinale, le géne thérapeutique ou modifié sera transmis a la génération
suivante. Cette différence est importante, car la législation actuelle n‘autorise la therapie
génique que sur les cellules somatiques. La Figure 1 met en évidence certains des jalons de

I'histoire de la thérapie genique.
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Fig. 1 : Chronologie mettant en évidence certaines étapes importantes de la thérapie génique(2)

1.1.2. Le principe de transformation :

Frederick Griffith était un bactériologiste britannique qui s'est concentré sur
I'épidémiologie et la pathologie de la pneumonie bactérienne. En 1928, il a publié un rapport
(connu également sous le nom de "Griffith's Experiment™), dans lequel il décrit la
transformation d'un type de pneumocoque non virulent en un type virulent.(3) Dans cette
étude, il a mélangé des bactéries vivantes de la forme R non virulente du pneumocoque de
type | avec des bactéries inactivées par la chaleur de la forme S virulente du pneumocoque de
type 11, puis a infecté des souris avec ce mélange. A sa grande surprise, le résultat fut que les
souris développérent une pneumonie et moururent. En outre, Griffith a pu isoler des colonies
de la forme S du pneumocoque de type Il dans le sang de ces souris. Comme la forme S
virulente originale du pneumocoque de type Il était inactivée par la chaleur, il en a conclu que
non seulement la forme R du pneumocoque s'était transformée en forme S, mais aussi que le
type de pneumocoque s'était transformé de type | en type Il. Il s'agissait d'un phénomene
jamais observé auparavant. Un an plus tard, Dawson et Sia ont confirmé les résultats de

Griffith et ont méme mis au point une méthode pour réaliser la transformation in vitro (4).



Peu de temps aprés, Dawson a quitté le laboratoire et le jeune scientifique James L.
Alloway a poursuivi les études sur ce sujet et a poussé la recherche un peu plus loin. Il a
perturbé la forme S du pneumocoque, libérant ainsi son contenu intracellulaire, et I'a filtré a
travers un filtre fin. Il a ensuite ajouté cet extrait acellulaire a une culture en croissance de la
forme R du pneumocoque et il a observé que la transformation avait lieu(3). Il en a conclu que
quelque chose dans I'extrait acellulaire était responsable de la transformation des bactéries
pneumocoques. Il a appelé ce "quelque chose" le "principe de transformation™. Ne sachant pas
ce que c'était, il a réalisé des études ultérieures et a observé qu'il pouvait étre précipité de la

solution avec de I'alcool(5).
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Fig. 2 : Schéma simplifiant le principe de transformation(6)

Ce n'est qu'en 1941 qu'Avery et McCarty se sont concentrés sur la purification de la
substance transformante dans le but d'identifier la substance a l'origine de la transformation.
Finalement, McCarty et Avery ont démontré que la transformation était causée par l'acide
désoxyribonucléique (ADN) (7). C'était en 1944 et a une époque ou la plupart des généticiens,
y compris Avery lui-méme, pensaient que les génes devaient étre composés de protéines. A
partir de la, la compréhension scientifique de la base moléculaire de la vie a change de facon

spectaculaire et I'ADN est devenu un sujet de recherche intense.



1.1.3. L’ADN comme support du matériel génétique :

L’ADN tarde a étre reconnu comme le support de I’hérédité, au départ le concept le plus
largement répandu désigne la structure de I’ADN comme une molécule simple, réguliere et
monotone. C’est notamment Phoebus Levene qui décrit I’enchainement répétitif de quatre

bases azotées et la présence de désoxyribose dans sa structure.

Guanine H Cytosine Adénine Thymine
Fig. 3 : Bases azotées de I"ADN(8)

Par la suite, dans les années 50, Erwin Chargaff, grace aux avancées de la
chromatographie sur papier, entame des travaux sur les bases azotées de I’ADN. Il découvre
alors un rapport d’appariement entre deux paires de base qu’il ne tarde a associer : I’adénine /

la thymine, et la cytosine / la guanine que 1’on écrit A/T et C/G. Il montre ainsi que le rapport:
1. - Purine / Pyrimidine = (A+G)/(C+T)=1 et A/T=1, G/C=1 quelle que soit I’espece

2. - (A+T)/(C+G) est variable selon les espéces, mais constant pour tous les membres

d’une espéce donnée, il caractérise ainsi 1’espece (Tableau 1). Par exemple :

Origine de I'ADN A G C T AT | G/C [(A+T)/(C+G)
Thymus de bovin 282 | 21,5 | 21,2 278 | 1,01 | 0,96 1,3
Rate bovine 279 | 227 | 208 | 273 | 1,02 | 1,02 1,25
Sperme bovin 287 | 222 | 207 | 272 | 1,05 | 1,01 1,26

Tableau 1 : Exemples du rapport des bases azotées par espéces(8)

Il en déduit que I’ADN est une molécule polymérique, qui n’est plus monotone comme
I’avancait Levene, mais qui occupe une place centrale dans les mécanismes héréditaires et est
capable de contenir de I’information. Il publie par la suite que le rapport entre ces bases
azotées est identique quelles que soient les espéces qu’il étudie, cette nouvelle observation
sera le fondement sur lequel se basera Watson et Crick dans 1’¢laboration du modele de la
structure de I’ADN.



Puis, en 1951, Rosalind Franklin aprés, avoir réalisé un bombardement de rayons X sur
un échantillon concentré d’ADN extrait du thymus de veau observe une structure organisée de
I’ADN. A la suite de cette expérience, de nouveaux clichés sont pris afin d’étudier la
diffraction des rayons, qui plus tard, conduira Watson et Crick a proposer le mod¢le de double
hélice d’ADN (Figure 4)

Fig. 4 : Cliché en croix obtenu a partir d’un bombardement de rayon X sur un amas d’ADN autrement connu sous le
nom de Photo 51(9)

C’est en 1953 que Watson et Crick découvrent la structure en double hélice de

1’ADN(10). Leurs connaissances sur cette molécule commencent a s’étayer :
e L’ADN est composé de désoxyribose, de base azotées et de groupements phosphate

e Les bases azotées ont des rapports identiques : A/T C/G suite aux travaux de
Chargaff

e Auvec les progres de la microscopie électronique, le diamétre de la molécule d’ADN
est de 20A, ce qui laissait suggérer que la molécule comportait deux chaines de

désoxyribose- phosphate.

C’est en se basant sur ces acquis, couplés aux données biochimiques et
cristallographiques, qu’ils concluent a une hélice double brins dont les groupements
phosphates et désoxyribose sont opposés. Sur les sucres, sont fixées les bases azotées

s’opposant symétriquement grace aux liaisons hydrogéne qui les maintiennent en vis-a-vis et



bloquent la structure en double hélice dextre anti-paralléle. A chaque thymine s’oppose une
adénine, et a chaque cytosine une guanine ; elles se lient entre elles réciproquement par 2 et 3
liaisons hydrogene (Figure 5). Les deux brins sont alors qualifiés de complémentaires. En
1962, Crick, Watson et Wilkins regurent le prix Nobel pour cette avancée majeure du XXéme

siécle.

Pyrimidines Purines
Cytosine Thymine Adéine Guanine

Base azotée

R— .........................
>ribocléotide;

Phosphate

Fig. 5 : Structure de PADN(11)

Lorsque I’on s’intéresse a la sémantique du code génétique, la structure du support de
I’hérédité offre une multitude de séquences possibles, 4n possibilités pour n bases. En se
basant sur cette possibilité, et en recoupant ceci avec la connaissance du code génétique,
I’enchainement des nucléotides détermine celui des acides aminés lui-méme déterminant la
structure de la protéine codée ; tout cela a la suite de deux phénomenes cellulaires majeurs, la
transcription, puis la traduction. A partir de la structure a une dimension qu’est I’ADN, ce
processus conduit a la synthése de structure a 3 dimensions — régies par les lois de la

thermodynamique — les protéines, dont la forme détermine la fonction(12).
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Protéine

Fig. 6 : Schéma simplifié de la synthése d’une protéine a partir d’un brin d’ADN(13)

En 1940, I’équipe du Phage, derriére Al Hershey avec Delbriick et Pauling, avait avancé
I’idée d’une propriété d’auto-réplication de I’ADN, effectuée par une structure intermédiaire,
qui réaliserait un négatif dont le moule produirait une structure identique a son image(14).
Cette théorie est révisée par Watson et Crick qui mentionnent dans leur publication (12) la
possibilité d’un mécanisme de réplication du matériel génétique basé sur la conservation de
I’enchainement des bases azotées. Cet appariement complémentaire des bases azotées de
I’ADN soutient 1’idée que I’ADN pourrait étre a la fois matrice et participant pour la
constitution de deux nouvelles molécules d’ADN suite a la séparation du double brin formant
I’hélice. Chaque brin devenant alors matrice pour la synthése du brin complémentaire. Ainsi,
ce processus de réplication aboutit a la formation de deux nouvelles molécules d’ADN
identiques entre elles, et identiques a la molécule initiale selon un mod¢le semi conservatif
(Figure 7).

G C = c G C G c
G C G C G c
T A T A T A
A T AT A T
] G c G c G
c G C G C G
G C G C G C
A T A T A T

1 - Molécule 2 - Duplication selon le modeéle 3 - Formation de 2 molécules
initiale semi-conservatif d’ADN conforme a la molécule

d’ADN de départ

Les 4 nucléotides :

G
Brininihal:": QT Thymine % Guanine

Nouveau :
Brin —p—— ASN Adénine SN oytosine

Fig. 7 : Schéma du processus de réplication de ’ADN(15)
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1.1.4. Transduction

Joshua Lederberg était un généticien et microbiologiste qui a recu le prix Nobel en 1958
pour ses travaux sur la génétique bactérienne. Il a découvert que certaines bactéries peuvent
transférer du matériel génétique par accouplement (c'est-a-dire par conjugaison), ce qui décrit
un autre mécanisme de transfert de matériel genétique en plus de la transformation
bacterienne(16). En outre, Lederberg a découvert avec Norton Zinder un troisieme mécanisme
de transfert génétique dans les bactéries, appelé transduction (17). lls ont observé que la
recombinaison de mutants de Salmonella résistants aux nutriments et aux médicaments avec
la forme sauvage pouvait avoir lieu méme lorsqu'ils étaient séparés par un filtre de verre fin.
IIs ont soutenu qu'un "filtrat" actif était responsable du transfert des traits héréditaires entre les
souches bactériennes(17). Lorsgu'ils ont purifié I'agent, ils ont découvert qu'il n'était pas
constitué d'’ADN pur, mais plutdt d'un mélange d’ADN, et qu'il s'agissait d'un bactériophage
de Salmonella typhimurium responsable du transport de 'ADN d'une bactérie a une autre.
Zinder et Lederberg ont introduit le terme "transduction” pour décrire ce mécanisme. Cette
découverte revét une importance scientifigue fondamentale, car elle expliqgue comment des
bactéries d'especes différentes peuvent acquérir trés rapidement une résistance a un méme
antibiotique. La compréhension de base, a savoir que les phages peuvent transférer du
matériel génétique, est un phénomene qui a initié la recherche de ses avantages potentiels en

tant qu'outil et qui a été rapidement étendu aux virus eucaryotes.
1.1.5. Transfert du premier géne héritable :

Waclaw Szybalski avait commencé des études pionnieres sur les phages lambda au
McArdle Laboratory for Cancer Research, a la faculté de médecine de l'université du
Wisconsin-Madison. Il s'intéressait a la maniere dont les genes sont transférés, modifiés et
régulés. Szybalski savait que les cellules sont capables d'absorber de I'ADN étranger.
Toutefois, personne n'avait réussi a démontrer la transformation héréditaire d'un caractere
biochimique jusqu'en 1962, date a laquelle Szybalski a publié son étude intitulée "DNA-
mediated heritable transformation of a biochemical trait"(18). Dans cette étude, Szybalski a
décrit une technique permettant de sélectionner des cellules génétiquement modifiées en

fonction de leur phénotype (Fig 8). Son concept repose sur le fait que les cellules ont besoin
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de la dihydrofolate réductase (DHFR) pour la synthese de novo des acides nucléiques, en
particulier la purine. Lorsque la DHFR est inhibée, la cellule n'a d'autre choix que d'utiliser
une autre voie de récupération, qui fait appel a I'enzyme hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transférase (HGPRT). Comme son nom l'indique, I'HGPRT est une
transférase qui catalyse la conversion de I'nypoxanthine en inosine monophosphate et de la
guanine en guanosine monophosphate, qui peuvent étre utilisées pour la synthése des purines.
Sur la base de ces connaissances, Szybalski a établi des dérivés de la lignée cellulaire de
moelle osseuse humaine D98S, dont certains étaient HGRPT(+) et d'autres HGPRT(-).
L'aminoptérine est un composé qui inhibe la synthese de novo des purines en inhibant le
DHFR. Pour qu'une cellule survive en présence d'aminoptérine, elle doit synthétiser les
purines par la voie alternative de récupération. Par conséquent, lorsque des cellules sont
cultivées dans un cocktail d'aminoptérine, d'hypoxanthine et de thymidine (c'est-a-dire le
milieu HAT), seules les cellules HGRPT(+) sont capables de synthétiser I'ADN nécessaire a
la survie ou a la prolifération de la cellule (Fig 8). Szybalski a ensuite isolé de 'ADN de
cellules HGRPT(+), qu'il a utilisé pour transformer des cellules réceptrices HGPRT(-). Il a
observé que les cellules ne mouraient pas en présence du milieu HAT, mais qu'elles pouvaient

étre sauvées(18).
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Fig. 8 : Principe de la sélection HAT. La dihydrofolate réductase (DHFR) est nécessaire a la synthése de novo des
acides nucléiques (essentielle a la synthese de I'ADN pendant la prolifération cellulaire). L'aminoptérine, quant a elle,
est un composé présent dans le milieu HAT qui inhibe la synthése de novo des purines en inhibant la DHFR. Les
purines peuvent étre fournies par la voie alternative de récupération grace a I'enzyme hypoxan-thine-guanine
phosphoribosyl transférase (HGPRT). Cependant, les cellules dépourvues d'activit¢ HGPRT meurent en présence
d'aminoptérine, car elles ne peuvent pas synthétiser d’ADN (A). Les cellules HGPRT(-) peuvent cependant étre
sauvées en isolant I'ADN des cellules HGPRT(+) et en le transférant aux cellules HGPRT(-) (B), c'est-a-dire la
sélection HAT (2).

En d'autres termes, Szybalski a démontré qu'un défaut génétique pouvait étre corrigé par
le transfert d'un ADN fonctionnel provenant d'une autre source (étrangere). De plus, il a
démontré que le géne sauve pouvait étre hérité, les cellules filles portant le méme phénotype
que les cellules parentales transformées. Les résultats de son étude sont devenus la premiere
preuve documentée du transfert héréditaire de génes dans les cellules de mammiféres. Dix ans
plus tard, la méme méthode est devenue la clé d'une invention couronnée d'un prix Nobel

décrivant la génération d'anticorps monoclonaux.
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1.1.6. Premiéres étapes de thérapie génique :

Dix ans apres la découverte initiale que les phages pouvaient transférer du matériel
génétique d'une bactérie a une autre, Howard Temin a découvert que, de la méme maniere,
des mutations génétiques specifiques pouvaient étre héritées a la suite d'une infection
virale(19). Sur la base de ses observations expérimentales, il a conclu que les cellules de
poulet infectées par le virus du sarcome de Rous (RSV) héritaient de maniére stable des
mutations génétiques spécifiques du virus qui contenaient les informations nécessaires a la
géneration de la descendance du RSV. Cette observation a pris une grande importance, car
elle a levé le voile sur I'énigme selon laquelle I'information génétique ne pouvait circuler que
de I'ADN vers I'ARN. Le virus du sarcome de Rous étant un virus & ARN, I'étude de Temin a
montré que l'information pouvait également circuler de I'ARN vers I'ADN, ce qui a conduit a
la découverte des ADN polymérases ARN-dépendantes. En outre, on s'est rendu compte que
l'acquisition de la nouvelle caractéristique était héritée de maniére stable par l'insertion

chromosomique du matériel génétique étranger(20).

Il est devenu évident que les virus possédaient des propriétés qui pouvaient étre trés
utiles pour introduire des génes dans des cellules d'intérét. L'accumulation de preuves de
succes dans les études de transformation cellulaire a fait naitre I'idée que le génie génétique
pourrait devenir une nouvelle approche pour le traitement des maladies génétiques. En 1966,
Edward Tatum a publié un article évoquant I'efficacité des virus a étre utilisés en génétique
des cellules somatiques et éventuellement en thérapie génétique(16). Bien entendu, il était
également clair qu'il serait nécessaire de dépouiller ces virus de leurs genes pathogenes et de
les remplacer par un ou plusieurs génes thérapeutiques. Malheureusement, a cette époque, les
outils appropriés pour les technologies de I'ADN combinant n'étaient pas encore établis.
Cependant, quelques années aprés l'article critigue d'Edward Tatum, Rogers et al. ont

démontré une premiere preuve de concept du transfert de genes par I'intermédiaire de virus.

Dans cette étude, le virus de la mosaique du tabac a été utilisé comme vecteur pour
introduire un étirement polyadénylate dans I'ARN viral(21). Motivés par ces résultats, ils sont
allés encore plus loin et, quelques années plus tard, ils ont réalisé le premier essai de thérapie

génique directe sur I'nomme. Dans cette étude, le virus du papillome de Shope de type

15



sauvage a été utilisé dans le but d'introduire le gene de l'arginase chez deux jeunes filles
souffrant d'un trouble du cycle de l'urée(22,23). lls pensaient que le virus du papillome de
Shope codait le gene de l'activité arginase et que ce géne pouvait étre transféré en introduisant
le virus chez les patients. Malheureusement, le résultat de l'essai a été négatif. Il n'y a eu
aucun changement dans les taux d'arginine, ni dans I'évolution clinique des miasmes

hyperargininiques.

Plus tard, apres le séquencage du génome du virus du papillome de Shope, il a été
révélé que le génome du virus du papillome de Shope ne code en fait pas pour une arginase.
En 1990, Martin Cline a été le premier a tenter une thérapie genique a l'aide d'ADN
recombinant. Avant cela, Cline avait déja réussi a titre expérimental a insérer des génes
étrangers (dihydrofolate réductase et thymidine kinase du virus de I'herpés simplex) dans des
cellules souches de moelle osseuse de souris(24). En outre, il a pu démontrer que ces cellules
modifiées étaient capables de repeupler partiellement la moelle osseuse d'autres souris(24).
Encouragé par ces résultats, Cline a voulu tester cette approche thérapeutique chez I'homme.
Il a demandé au comité des sujets humains de I'UCLA (UCLA Human Subjects committee)
l'autorisation d'appliquer la méme approche au traitement des patients souffrant de [3-
thalassémie. Cette maladie entraine invariablement une anémie grave et potentiellement
mortelle due a une déficience de la production de la partie béta-globuline de la protéine
hémoglobine (due a un défaut génétique/absence du gene de la béta-globuline), pour laquelle
le seul traitement repose sur de fréquentes transfusions sanguines. Cline a lancé I'étude et a
extrait des cellules de moelle osseuse de deux patients atteints de B-thalassémie. Un patient a
été traité en Italie et l'autre en Israél. Cependant, il I'a fait sans avoir recu l'autorisation de
réaliser ces études du conseil d'examen institutionnel de I'UCLA. En outre, le conseil avait

des doutes évidents quant a I'efficacité de cette thérapie(25,26).

Le premier protocole clinique officiellement approuvé pour introduire un géne étranger
chez I'hnomme a été approuvé par le Comité consultatif sur I'ADN recombinant (RAC) en
décembre 1988. Dans ce protocole, aucune thérapie réelle n'a été propose mais S.A.
Rosenberg avait pour objectif d'utiliser des techniques de marquage génétique pour suivre les

mouvements des cellules sanguines infiltrant les tumeurs chez les patients cancéreux(27). Sa
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proposition était fondée sur des résultats antérieurs demontrant que le traitement du mélanome
métastatique par des lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) en méme temps que le traitement
par l'interleukine-2 entrainait une régression de la maladie chez certains patients(28). Dans un
premier temps, Rosenberg a testé la faisabilité des TILs genétiquement modifiés en étudiant la
distribution et I'éventuelle survie a long terme des TILs dans la circulation, les ganglions
lymphatiques ou sur les sites tumoraux. Pour cela, il a extrait les TIL de patients atteints de
mélanome métastatique et a effectué un transfert de géne rétroviral pour introduire un gene
marqueur (le gene NeoR bactérien, qui entraine une résistance & la néomycine) dans ces
cellules, aprés quoi il les a réadministrées aux patients(29-31). L'objectif était de déterminer
s'il existe une corrélation clinique entre l'infiltration des TIL et leur efficacité contre les
tumeurs. Sur la base de cet essai initial, il a obtenu par la suite l'autorisation de traiter deux
patients atteints d'un mélanome avancé avec des TIL modifiés ex vivo exprimant le facteur de
nécrose tumorale (FNT)(29). Les résultats de cette étude ont révélé que les tumeurs ne se sont
pas développées au point d'injection(31). En outre, il n'y avait aucune preuve de la présence
de cellules tumorales viables lors de la résection chirurgicale de ces sites environ 3 semaines

apres l'injection(31).

Entre I'essai initial de Rosenberg (transduction du géene de résistance a la néomycine
dans les TIL) et I'essai thérapeutique (transduction du facteur de nécrose tumorale dans les
TIL), Michael R. Blaese a été le premier a réaliser un essai utilisant un gene
thérapeutique(32).

Le 14 septembre 1990, la FDA a approuvé pour la premiére fois un essai de thérapie
génique avec une tentative thérapeutique chez I'nomme. Deux enfants souffrant d'un déficit en
adenosine désaminase (ADA-SCID), une maladie monogénétique entrainant une
immunodéficience sévere, ont été traités avec des globules blancs prélevés dans le sang de ces
patients et modifiés ex vivo pour exprimer le géne normal de fabrication de I'adénosine
désaminase. L'un des patients, Ashanti DeSilva, a présenté une réponse temporaire, tandis que
la réponse du second patient était bien moindre(32). Cependant, I'effet de la thérapie génique
d'Ashanti a fait I'objet d'un débat, car elle recevait toujours simultanément une thérapie de

remplacement enzymatique a base de polyéthyléne glycol adénine désaminase (PEG-ADA),
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qu'elle devait prendre en méme temps que la thérapie génique. Un peu plus tard, I'essai ADA-
SCID a également été lancé dans I'UE(33) et d'autres essais de transfert de génes ont été
lancés pour plusieurs maladies. Le premier transfert de génes en Scandinavie a été effectué en
1995 et les premiers résultats clairs ont montré qu'un transfert de génes efficace pouvait étre

réalisé dans le cerveau humain aprés une administration directe de génes in vivo (34).
1.1.7. La mort de Jesse Gelsinger :

Méme si les premieres études n'ont pas donné les résultats escomptés, la thérapie
génique a connu un véritable boom, jusqu'a la mort tragique de Jesse Gelsinger (35). En 1999,
le pire scénario pour la thérapie génique est devenu réalité, lorsque Jesse Gelsinger, 18 ans, a
participé a un essai clinique de thérapie génique a I'Université de Pennsylvanie a Philadelphie.
Il souffrait d'une déficience partielle en ornithine transcarbamylase (OTC), une enzyme du
foie nécessaire a I'élimination de l'exces d'azote des acides aminés et des protéines. Le
systeme immunitaire de Gelsinger a réagi immédiatement aprés I'administration d'une trés
forte dose d'adénovirus et il est mort quatre jours plus tard en raison d'une défaillance
d’organes (35). Ce qui est important dans ce cas, c'est qu'il est devenu le premier patient chez

qui la mort pouvait étre directement liée au vecteur viral utilisé pour le traitement.
1.1.8. Conclusion :

Apres avoir revu les événements les plus marquants dans I’histoire de la thérapie
génique, on verra dans la deuxiéme partie de ce premier chapitre I’histoire de découverte de la

technique CRISPR-cas9.

1.2. CRISPR cas9 :

Au milieu des années 1980, lors de I'étude de la conversion isozyme de la phosphatase
alcaline (PA), Y. Ishino, dans le but d'identifier la protéine responsable de la conversion
isozyme de la PA dans le périplasme des cellules de E. coli K-12, a séquencé un fragment
d’ADN de E. coli de 1,7 kbp couvrant la région contenant le gene iap (isozyme de la
phosphatase alcaline) (36). L'isozyme de I'AP a été détecté précédemment par des analyses
biochimiques et génétiques (37). Pendant le séquencage du fragment d'ADN contenant iap,

une personne de I'équipe s'est rendu compte que la méme séquence apparaissait plusieurs fois
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dans différents clones. De plus, il était difficile de lire avec précision les séquences répétéees
en utilisant le fragment de Klenow a 37°C, en raison de la terminaison non spécifique des
réactions d'incorporation de didésoxynucléotides pour I'ADN matrice, en raison de la
formation d'une structure secondaire par la sequence palindromique. C'est pourquoi il a fallu
plusieurs mois pour lire précisément la séquence de la région CRISPR en 1987(36). Une
séquence répétée particuliere a été détectée en aval du codon de terminaison de la traduction
pour le géne iap (Fig 9).

e g s CGGTTTATCCCCGCT 5 CGCGGGGAACTC
——TGAAAATGGGAGGGAGTTCTACCGCAGAGGCGGGGGAACTCCAAGTGATATCCATCATCGCATCCAGTGCGCC
CGGTTTATCCCCGCTGATGCGGGGAACACCAGCGTCAGGCGTGAAATCFCACCGTCGTTGC
CGGTTTATCCCTGCTGGCGCGGGGAACTCTCGGTTCAGGCGTTGCAAACCTGGCTACCGGG
CGGTTTATCCCCGCTAACGCGGGGAACTCGTAGTCCATCATTCCACCTATGTCTGAACTCC
CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACTCG-———— U —

ia }<_>|
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Fig. 9 : Le premier CRISPR trouvé dans E. coli. Suite a I'analyse du géne iap de E. coli, une séquence répétitive trés
ordonnée a été trouvée en aval du géne iap. L'unité de séquence conservée a été répétée 5 fois avec une longueur
constante d'espaces en 1987. 1l s'avére que la répétition a eu lieu 14 fois au total par I'analyse ultérieure du génome.
Le groupe de genes cas a également été identifié dans la région en aval. nt, nucléotides(38).

Il est remarquable que la méme région puisse étre séquencée en seulement 1 jour en
utilisant la technologie actuelle par amplification de la région cible par PCR directement a
partir du génome, suivie d'un marquage fluorescent et d'un sequencage cyclique a 72°C. La
caractéristique de la ségquence répétitive était si mystérieuse et inattendue qu'elle est
mentionnée dans la discussion, méme si sa fonction n'a pas été comprise(36). Notamment, la
méme séquence contenant une symétrie de dyade de 14 pb était répétée cing fois avec une
séquence variable de 32 nucléotides intercalée entre les répétitions (Fig. 9). Des séquences
nucléotidiques bien conservées contenant une symétrie de dyade, nommées séguences
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palindromiques extragéniques répétitives (REP)(39), avaient été trouvés précédemment dans
E. coli et Salmonella enterica serovar Typhimurium et ont été suggérés pour stabiliser
I'ARNmM(38). Cependant, aucune similitude n'a été trouvée entre les séquences REP et les
séquences répétées détectées en aval du gene iap. En fait, cette séquence était, a I'époque,
unique dans les bases de données de séquences. Comme il s'est avéré par la suite, il s'agissait
de la premiere rencontre avec une séquence CRISPR. Peu apres, des séquences similaires ont
été détectées par analyse d'hybridation par transfert de Southern dans d'autres souches d'E.
coli (C600 et Ymel) et dans deux autres membres des Enterobacteriaceae, Shigella
dysenteriae et S. enterica serovar Typhimurium (phylum Proteobacteria)(40). Par la suite, des
séquences repetees similaires ont également été trouvées chez des membres du phylum
Actinobacteria, comme Mycobacterium tuberculosis(41), mais pas dans la souche étroitement
apparentée Mycobacterium leprae, ce qui a conduit a l'utilisation de ces séquences répétées
hautement polymorphes pour le typage des souches(42).

1.2.1. Découverte de CRISPR chez les archées :

Une avancée majeure a éeté réalisée lorsque des séquences répétées similaires ont été
identifiées par Mojica et ses collegues dans l'archée Haloferax mediterranei au cours des
recherches sur les mécanismes de régulation permettant aux archées extrémement halophiles
de s'adapter aux environnements tres salins(43). La transcription des régions génomiques
contenant les séquences répétées a été démontrée par la méthode Northern blot(43), mais ce
n'est que plus récemment que des preuves irréfutables de la transformation des transcrits en
plusieurs produits d'’ARN différents ont été apportées(44).

Dans cette étude, les auteurs ont d'abord suggéré que ces séquences répétées pourraient
étre impliquées dans la régulation de I'expression des genes, en facilitant peut-étre le
processus de conversion de I'ADN double brin de la forme B a Z pour la liaison spécifique
d'une protéine régulatrice. 1l a en effet souvent été suggéré a I'époque que la forte teneur en
GC des génomes halophiles pouvait faciliter une telle transition de B a Z a des fins de
régulation a la forte concentration de sel intracellulaire caractéristique des haloarchaea.
Cependant, une telle explication ne pouvait pas étre valable pour les bactéries. Peu aprés, les
mémes auteurs ont trouvé une séquence répétée similaire chez Haloferax volcanii et ont émis
I'nypothese que ces séquences répétées pourraient étre impliquées dans la partition des
réplicons(45).
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Ensuite, les séquences répétées inhabituelles entrecoupées de séquences non conservées,
détectées pour la premiere fois chez E. coli et H. mediterranei, ont été identifiées dans un
nombre croissant de génomes bactériens et archéens et ont été décrites sous différents noms
par différents auteurs, tels que les courtes répétitions régulierement espacées (SRSR) (43), les
répétitions directes entrecoupées d'espaceurs (SPIDR) et les grands groupes de répétitions en
tandem (LCTR)(46).

Mojica et al. ont été les premiers a réaliser que toutes ces sequences bactériennes et
archéales etaient fonctionnellement liées. Le terme CRISPR a été propose par Jansen et al. en
2002 (47) et est devenu généralement accepté par la communauté travaillant sur ces
séquences, ce qui a évité toute confusion supplémentaire causée par les nombreux noms
difféerents pour les séquences répétées apparentées. Des études de génomique comparative ont

mis en lumiére les caractéristiques communes des CRISPR, a savoir que :
- Elles sont situées dans des régions intergéniques,

- lls contiennent de multiples répétitions directes courtes avec une tres faible variation

de séquence,
- Les répétitions sont entrecoupées de séquences non conservées,

- Et une séquence leader commune de plusieurs centaines de paires de bases est située

d'un cété du groupe de répétitions.

Le fait que ces sequences mystérieuses soient conservees dans deux domaines différents
de la vie indique un r6le plus général de ces séquences. Les séquences CRISPR ont été
trouvées dans presque tous les génomes archéens et dans environ la moitié des génomes
bactériens, ce qui en fait la famille de séquences répétées la plus largement distribuée chez les

procaryotes. A ce jour, aucune séquence CRISPR n'a été trouvée dans un génome eucaryote.
1.2.2. Identification des génes Cas

L'accumulation de séquences génomiques au début de ce siécle a permis aux
scientifiques de comparer le contexte génomique des régions CRISPR dans de nombreux
organismes, ce qui a conduit a la découverte de quatre genes conserves régulierement présents

a cOté des régions CRISPR. Ces génes ont été désignés comme les génes associés a CRISPR (
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CRISPR-associated) 1 a 4 (casl a cas4) (47). Aucune similarité avec les domaines
fonctionnels d'une protéine connue n'a été identifiee pour Casl et Cas2. En revanche, Cas3
contenait les sept motifs caractéristiques des hélicases de la superfamille 2, tandis que Cas4
s'est avére étre apparenté aux exonucléases RecB, qui font partie du complexe RecBCD pour
la résection terminale des cassures double-brin afin de lancer la recombinaison homologue.
Par conséquent, Cas3 et Cas4 ont été prédits comme étant impliqués dans le métabolisme de
I'’ADN, y compris la réparation et la recombinaison de I'ADN, la régulation transcriptionnelle
et la segrégation chromosomique. En raison de leur association avec les CRISPR, il a été

suggeéré que les protéines Cas sont impliquées dans la genése des loci CRISPR (47).
1.2.3. Découverte de la fonction CRISPR

Il a été d'abord suggéré que la fonction d'un CRISPR pouvait étre liée a I'adaptation des
organismes aux températures élevées, d’apres les recherches faites sur les archées. Cependant,
avec la disponibilité d'un nombre croissant de séquences, il s'est avéré que cette corrélation
n'était pas robuste et que de nombreux organismes mésophiles contenaient également des

séquences CRISPR.

Ce n’est que lorsque le moment Eureka est venu quand Fancisco Mojica, a Alicante, et
Christine Pourcel, a Orsay, ont remarqué que les régions intercalaires entre les séquences
répétées étaient homologues a des séquences de bactériophages, de prophages et de
plasmides(48)(49). Ils ont notamment souligné que les phages et les plasmides n'infectent pas
les souches hotes hébergeant les séquences homologues de I'espaceur dans le CRISPR. A
partir de ces observations, ils ont proposé indépendamment que les séquences CRISPR
fonctionnent dans le cadre d'un systeme de défense biologique similaire au systtme RNAi*
eucaryote pour protéger les cellules de I'entrée de ces éléments géenétiques mobiles étrangers.
Les deux groupes ont également suggéré que les CRISPR peuvent en quelque sorte
déclencher la capture de morceaux d’ADN étranger envahissant pour constituer une mémoire

des agressions génétiques passées (48,49).

Il est important de noter que le systteme CRISPR-Cas, avec sa composante mémoire,
ressemble plutdt au systéme immunitaire adaptatif des vertébrés, la différence cruciale étant

que le systeme immunitaire animal n'est pas héritable. Compte tenu de la diversité des
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systemes CRISPR-Cas, de leur distribution erratique suggérant une grande mobilité et de leur
omniprésence chez les archées, Makarova et al. ont suggéré que le systtme CRISPR-Cas est
apparu chez un ancien ancétre des archées et s'est propagé horizontalement aux bactéries. Ils
ont conclu sur une note pratique, suggérant que les systtmes CRISPR-Cas pourraient étre
exploités pour réduire au silence les génes dans les organismes codant pour les protéines Cas
(50).

La fonction du systtme CRISPR-Cas en tant que systeme immunitaire acquis
procaryote a finalement été prouvée expérimentalement en 200, en utilisant la bactérie
lactique Streptococcus thermophilus (51). L'insertion de la séquence du phage dans la région
espaceur du CRISPR de S. thermophilus a rendu cette souche résistante au phage
correspondant. En revanche, cette résistance bactérienne a l'infection par le phage a disparu
lorsque la séquence protospacer correspondante a été supprimée du génome du phage. En
outre, il a eté demontré expérimentalement que CRISPR-Cas restreint la transformation des
plasmides portant des séquences correspondant aux espaceurs CRISPR(52). Par la suite, le
systtme CRISPR-Cas de S. thermophilus exprimé dans E. coli a montré une protection
hétérologue contre la transformation de plasmides et I'infection par des phages par le systeme
CRISPR-Cas9 reconstitué de S. thermophilus(53). Ce travail a également montré que cas9 est,
dans ce cas, le seul géne cas nécessaire a l'interférence encodée par CRISPR. Peu apres, il a
été prouvé que le complexe Cas9-ARN CRISPR (crRNA) purifié est capable de cliver 'ADN
cible in vitro (54,55)Le systtme CRISPR-Cas de Streptococcus pyogenes a ensuite été
appliqué pour réaliser une édition du génome dans des cellules nerveuses humaines et des
cellules rénales de souris (56,57). C'est ainsi que CRISPR-Cas est devenu largement connu
comme le systéeme d'immunité acquise procaryote (51,58). Les différentes étapes qui sous-

tendent le fonctionnement de ce systéme sont présentées a la figure 10.
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Fig. 10 : Processus d'acquisition du systtme immunitaire par CRISPR-Cas. (Haut) Adaptation. L'ADN envahissant
est reconnu par les protéines Cas, fragmenté et incorporé dans la région espaceur de CRISPR, et stocké dans le
génome. Expression (en bas). Le pré-ARNTr est généré par la transcription de la région CRISPR et est transformé en
unités d'ARN plus petites, appelées ARNTr. Interférence (en bas). En profitant de I'homologie de la séquence espaceur
présente dans I'ARNr, I'ADN étranger est capturé, et un complexe avec la protéine Cas ayant une activité nucléase

clive I'ADN(38).

24




1.2.4. Popularité explosive du terme CRISPR

En 2008, I’équide de Eugene Koonin du National Center for Biotechnology Information
a Bethesda, Maryland, a pu démontrer pour la premi¢re fois le fonctionnement du mécanisme
CRISPR/Cas9 en tant que systéeme immunitaire adaptatif : chaque fois qu'une bactérie est
confrontée a un phage, celle-ci copie et incorpore ses segments d’ADN dans son propre
génome comme "espaceurs” entre les courtes répétitions d'ADN dans le CRISPR. Les
segments dans les ‘espaceurs' fournissent un modele pour les molécules d'ARN de la bactérie
pour reconnaitre tout ADN futur d'un virus entrant et aider a guider I'enzyme Cas9 pour le

découper de maniére a désactiver le virus(59)

Ce n’est qu’en 2012, lorsqu’une petite équipe de scientifiques dirigée par Jennifer
Doudna, University of California Berkeley, et Emmanuelle Charpentier, University of Umea,
a publié un article expliquant comment exploiter le systtme CRISPR-Cas9 en tant qu’outil

pour couper n'importe quel brin d'/ADN dans un tube a essai(55).
Jennifer Doudna qualifierait plus tard la technologie de démocratique :

« Elle ouvre les portes du geénie génétique a n'importe quelle personne qui possede des

compétences de base en biologie moléculaire et qui souhaite editer le géenome ».

Aprés le succes de leur publication, Emmanuelle Charpentier pris ensuite deux
décisions. La premiére fut en accord avec son ambition originale d'appliquer son travail a des
fins médicales, elle cofonda une entreprise afin d'exploiter leur méthodologie dans le domaine
de la thérapie génique. CRISPR Therapeutics, basée a Cambridge aux Etats-Unis et Bale en
Suisse naquit donc en novembre 2013. Sa seconde décision fut d'obtenir un poste permanent
doté d'un important support institutionnel ; elle s'installa alors au Helmholtz Centre for
Infection Research a Hannovre ou elle occupa un poste de directrice d'un département et

d’enseignante a la faculté de médecine.

Jennifer Doudna déposa via UC Berkeley une demande de brevet le 25 Mai 2012
encadrant l'utilisation du duo Cas9-sgARN a des fins de modification génétique. Cette
demande créditait Emmanuelle Charpentier, Martin Jinek, Krzysztof Chylinski et elle- méme
comme inventeurs. Cela peut souvent prendre des années pour qu'un nouvel outil ne soit
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adopté en biotechnologie. Mais avant méme la fin de I'année 2012, au moins six travaux
portant sur différents usages de la techniqgue CRISPR Cas9 furent soumis pour publication.
L'un d'eux allait déclencher I'une des plus grandes batailles entre scientifiques de notre
siecle(60).

Nombreuses sont les équipes qui avaient soumis des brevets concernant la technique
d'édition génomique qui dérivait des CRISPR. Au fur et a mesure des publications, les
applications qui pouvaient en découler apparaissaient de plus en plus extraordinaires. L'intérét
commercial et lucratif allait de pair. Les demandes de brevet déposées par Siksnys (61),
Sontheimer & Marrafini et Kim(62) avaient été refusées par 'USPTO (United States Patent

and Trademarks Office) car elles ne parvenaient pas a « décrire le caractere inventif ».

Deux demandes de brevets pouvaient se voir attribuer l'invention de techniques
d'édition génomique basée sur l'utilisation de la Cas9 et son guide ARN. La premiére avait été
déposée en Mai 2012 par Jennifer Doudna, UC Berkeley et I'Universit¢ deVienne(63), la
seconde en Décembre 2013 par Feng Zhang et le Broad Institut(64). A la surprise générale
c'est celle déposée par Feng Zhang a qui un brevet fut attribué en Avril 2014, déclenchant une
agressive bataille entre équipes juridiques qui continue encore plus de 2 ans apres
I'attribution(65).

Les disputes entre institutions académiques au sujet de brevet ne sont pas rares, mais un
tel niveau de rancceur et de médiatisation est inédit. Souvent ces institutions parviennent a une
entente, mais dans ce cas les intéréts commerciaux et la liste des industriels licenciés derriére
chacune des compagnies, cotées en bourse, dont les équipes rivales font parties des comités
scientifiques laisse peu d'espoir au compromis.

Au début de l'année 2013 plusieurs écrits annongaient la déferlante de publications a
venir. Les applications : l'utilisation de la technique pour éditer des cellules souches humaines
ou encore la modification d'un organisme entier (le poisson tigre ou zebrafish) (66). Cette
méme année le nombre de recherches Google pour le terme CRISPR décolla, et encore
aujourd'hui l'intérét médiatique ne cesse de croitre. L'intérét scientifique et commercial alla de
pair, avec en téte de file les potentielles applications thérapeutiques chez I'homme et
I'utilisation dans le domaine de I'agriculture commerciale. Dans ces deux cas cela soulévera de
nombreuses préoccupations et réflexions éthiques.

26



Fin 2014, des équipes scientifiques avaient, entre autres, utilisé la techniqgue CRISPR-
Cas9 pour augmenter la résistance du blé aux insectes ou encore reproduire des effets
carcinogenes ou corriger des mutations chez la souris adulte(67-69). Les pionniers des
CRISPRs continuerent d'explorer le potentiel de la technique, mais ils n'étaient plus seuls, de
nombreux scientifiques a travers le monde les avaient rejoints. Ce systéme immunitaire
microbien dont I'homme ne soupgonnait pas I'existence s'était révélé en quelques années un

outil exceptionnel pour les scientifiques.

L’Office européen des brevets délivre un brevet européen sur Crispr/Cas9 au Broad
Institute dés 2015 tandis que Berkeley obtient le sien en 2017. Les deux brevets ont fait
I’objet de procédures d’oppositions et le brevet détenu par le Broad Institute en Europe est

révoqué en 2018 pour défaut de nouveaute.

Début 2020, I’appel fait par le Broad Institute contre cette décision est rejeté tandis que
la validité du brevet de Berkeley est confirmée. Pas encore de point final en Europe car des
recours contre ces deux décisions ont été déposés mais pour le moment la situation est plutdt

en faveur des chercheuses de Berkeley.

Si le juge étasunien a considéré que les deux brevets pouvaient coexister car ils ne
portaient pas sur la méme chose, I’OEB n’a manifestement pas le méme avis. Les brevets ont
des revendications similaires et seul 1’inventeur, identifié ici comme étant les chercheuses de

Berkeley, peut obtenir un brevet.

Pour faire bonne figure, dans une communication du 16 janvier 2020, le Broad Institute
appelle « toutes les institutions a aller au-dela des litiges et a travailler ensemble pour assurer
un acces large et ouvert a cette technologie transformatrice ». 1l rappelle néanmoins que la
révocation de ce brevet n’a pas de conséquences sur la validité de la majorité du reste de son
large portefeuille de brevets européens sur les techniques Crispr, qui comprend également de

nombreux brevets sur Crispr/Cas9(70).
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TECHNIQUES DE LA THERAPIE
GENIQUE
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2. TECHNIQUES DE LA THERAPIE GENIQUE :

Nous avons vu dans la partie précédente intitulée « Historique » la définition de la
thérapie génique. D’un point de vue plus opérationnel, la thérapie génique consiste en
I’administration d’acides nucléiques destinés a traiter une pathologie. Ici nous nous
intéresserons a la thérapie génique in-vivo, c¢’est-a-dire a I’administration d’acides nucléiques
directement chez I’homme. Elle s’oppose a la thérapie génique ex vivo qui consiste a modifier
le patrimoine génétique d’une cellule ex-vivo pour ensuite réadministrer les cellules
modifiées chez I’homme. Evidemment certaines techniques peuvent s’appliquer in vivo et ex

Vivo.

IN VIVO EX VIVO
Injection directe Greffe de cellules génétiquement modifiées

Solution
d’ADN nu

Préléevement
de cellules
malades
Rétrovirus
- contenant le géne
a transférer
Liposomes
Injection Culture ex vivo A
intraveineuse, b
intramusculaire, 2,
intrapéritonéale, POE A o
IPPUSR S
aérosol... LA o e

Infection des -
I cellules en culture

Réintroduction
des cellules
modifiées chez
le patient

Deux approches existent : soit injecter
directement le matériel génétique fonctionnel
(solution d’ADN nu, liposomes, ou vecteur viral)
W ctenrvirel soit le multiplier d’abord en laboratoire dans
des cellules mutées de I'organisme.

Fig. 11 : Les deux voies de la thérapie génique(71)

Les thérapies géniques selon qu’elles soient in vivo ou ex vivo, entrainent des
difficultés différentes. Nous étudierons principalement les difficultés au développement de la

thérapie génique in vivo, la ex vivo sera peu abordee.
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Il s’agit de techniques finalement complémentaires et selon la volonté thérapeutique,

I’une ou I’autre sera plus intéressante, selon la pathologie traitée, le choix de la stratégie sera

différent.

Naturellement quand on parle de thérapie génique, nous pensons directement au fait de

transférer un géne manquant chez les patients. En effet, ¢’est une utilisation importante et la

premicre a avoir été développée, il existe cependant de nombreuses autres technologies.

Enfin la dernicre possibilité est de modifier la structure du gene. 11 s’agit de 1’édition du

génome ou « gene editing » en anglais. Cette derniére possibilité a ouvert la voie a de

nombreux traitements et au développement de technologies de rupture notamment

CRISPR/Cas 9.
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Fig. 12 : Les différentes applications de la thérapie génique(72)



2.1. Gene silencing:

Gene silencing ou D’extinction de geénes est définie comme une modification
épigénétique de l'expression génétique conduisant a l'inactivation de genes précédemment
actifs. La modification épigénétique n'altere pas la séquence d’ADN et, bien qu'elle soit
héréditaire, des fréquences variables de retour a I'expression sont observées.

Cette stratégie utilise les oligonucléotides pour inhiber I’expression de certains genes :

e Les ARN antisens

e Les ARN interférents

Ces oligonucléotides sont constitués d’une courte chaine d’acides nucléiques et ils vont
cibler les ARNm et les pré-ARNm des genes d’intérét pour moduler leur expression en

protéines.

Bien qu’ils utilisent une technique similaire, ces deux types d’oligonucléotides ont des
mécanismes d’action différents. La principale différence est que les ARN antisens n’existent
pas a I’état naturel alors que les ARN interférents existent chez les végétaux et les animaux.
C’est en étudiant ces mécanismes que les scientifiques ont imaginé des applications

thérapeutiques.
2.1.1. Les ARN antisens

Les ARN antisens agissent en inhibant la traduction de ’ARN messager contre lequel
ils sont dirigés. L’ARN antisens doit étre complémentaire de ’ARNm cible et se lie de

maniére complémentaire a ce dernier(73).

En effet, les ARN sont constitués de 4 types de bases : I’adénine (A), la guanine (G), la

cytosine (C) et 'uracile (U). Ces bases se lient de maniére complémentaire entre elles :
a. - L’Adenine avec I’Uracile
b. - la Guanine avec la Cytosine

Dans le cas de la molécule d’ADN, la Thymine remplace 1’Uracile. Les

oligonucléotides se basent sur ces caractéristiques pour se lier de maniere spécifique a un
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ARNm. L’ARN est appelé antisens car il reconnait spécifiquement un ARNm sens. Les bases
composant I’ARN antisens se lient de maniére complémentaire avec les bases de la molécule
d’ARNm cible.

Concrétement, 1’association entre I’ARN antisens et ’ARNm sens forme un ARN
double brin. Cet ARN double brin est reconnu par une enzyme responsable de sa dégradation,
la RNase H. Les thérapies antisens sont donc congues pour rechercher, lier et détruire un
ARNmM de mani¢re trés spécifique, de sorte que la quantité de protéines causant la maladie
diminue considérablement (73).

Inactiver un caractere

Exemple de la strategie antisens

Introduction
Gene antisens
Gene cible du gene cible

Transcription

ARNmM ARNmM antisens

Hybridation
et dégradation

ARN
double brin

Blocage de la syntheése
de la protéine et donc
de I'expression du géne

Fig. 13 : Mécanisme d’action d’un ARN antisens(74)

Les ARN antisens peuvent également passer la membrane nucléaire et se fixer sur la
molécule d’ADN. La molécule d’ADN est double brin. En se fixant dessus, I’ADN va former
une triple hélice. Cette conformation va inhiber la transcription en ARNm et donc par suite la

traduction en protéine.

La taille de I’ARN antisens est critique car elle doit étre suffisamment longue pour avoir
une séquence de base unique et donc se fixer de maniere spécifique. L’ARN ne doit
cependant pas étre trop grand pour garder sa capacité a passer les membranes cytoplasmiques

et nucléaires(75).
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2.1.2. Les ARN interférents :

Plusieurs classes de petits ARN non codants peuvent reconnaitre plus ou moins
specifiguement des ARN messagers. Ces petits ARN regroupés sous le vocable « interférents
» (ARNI) sont des ARN qui interagissent avec les ARN messagers pour bloquer la traduction
et la synthése des protéines correspondantes. lls existent naturellement dans la cellule (codés

par I’ADN) pour contrdler I’expression de genes dits actifs(73).

Le ARNi est un ARN de petite taille qui s’hybride avec un ARN messager cellulaire,
précurseur d’une protéine ciblée. Dans la cellule, un complexe de plusieurs protéines RISC
(pour RNAI Induced Silencing Complex) prend en charge I’ARN interférent et « scanne » les
différents ARNm présents dans la cellule. Si le complexe RISC/ARNI reconnait un ARNm
(par homologie), la protéine RISC coupe I’ARNm qui est dégradé. La protéine

correspondante n’est alors pas synthétisée.
I1 existe deux grands types d’ARN interférents :
- Les small interfering RNA (SiRNA)
- Les microRNAs (miRNA)

Les scientifiques sont en mesure d'utiliser la technologie ARNi dans les cellules de
mammiferes parce qu'elles expriment une machinerie hautement organisée qui sert de
médiateur a un processus endogéne de silencage génique posttranscriptionnel, connu sous le
nom de voie des microARN (miRNA) Les miRNA sont générés par la transcription de genes
non codants dans les cellules de mammiféres, subissant un traitement enzymatique de la
transcription dans le noyau avant d'étre activement transportés vers le cytoplasme par
I'exportine 5. Dans le cytoplasme, ils subissent un traitement supplémentaire pour étre
convertis en miRNA matures. Les miRNA reconnaissent leur ARNm cible, déclenchant
I'assemblage du RISC (complexe de silencage induit par I'ARN) et conduisant généralement a
une répression translationnelle. Les voies du miRNA et de I'ARNi suivent un processus
similaire, mais avec quelques différences. Par exemple, les miRNA différent structurellement
des siRNA, et s'associent généralement aux régions non traduites de I'ARNm cible par un

appariement imparfait des bases et n'interviennent pas dans le clivage de I'ARNm. En
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revanche, les siRNA exogénes s'apparient généralement aux régions codantes de la cible par
un appariement parfait et dirigent le clivage enzymatique de la cible. Néanmoins, les deux

aboutissent finalement a une diminution de la synthése d'une protéine spécifique(76).

ETAPE N°1
Production de I’ARN interférent spécifique du gene a inactiver

0 Production d’un ARN double brin @ La protéine Dicer présente dans le Le petit brin d’ARN
(ARN db) par transgéneése cytoplasme reconnait et fractionne correspondant au géne ciblé
les ARNdb en petits ARN db est dégradé
Introduction par transgénése
. | Géne antisens \ ‘ > "\
Gene cible % du géne cible I = I
i 1 Dicer " J ¢ ,
\ , Transcription o )
ARN'“— ARNm antisens ;
Hybridation
.:.J-Houﬁ:‘ bm{r' La protéine RISC préserte Le brin d’ARN antisens
dans le cytoplasme sépare \ (appelé ARN interférent) reste lié
— les deux brins d'ARN %

a la protéine RISC
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ETAPE N°2
Inactivation du géne cible par ’ARN interférent

Traduction active d’'un géne Traduction inactivée du géne cible
par I’ARN interférent

ADN cible

transcription dans le noyau transcription dans le noyau
ARN messager ARN messager
Appariement
de I'ARN interférent
avec I'ARN

traduction y e messager
dans le cytoplasme ARNi (3 de géne cible

Phénylalanine Arginine Proline Arginine
Proline Inhibition de la traduction

Tyrosine Arginine Sérine

Protél de I’ARNm cible en protéine
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Fig. 14 : Principe de Pinactivation d’un géne par ARN inerférent (ARNi)(77)
En résumé, bien que le miRNA (micro ARN) et le sSiRNA (petit ARN interférent) soient
tous deux des petites molécules d'’ARN impliquées dans linterféerence ARN et qu'ils
fonctionnent selon des mécanismes similaires, il existe certaines différences entre ces deux

molécules qu’on pourra résumer sous forme de tableau.

Le siRNA est un ARN double brin exogéne absorbé par les cellules, tandis que le
miRNA est simple brin et provient d'un ARN non codant endogéne. En outre, le
SiRNA est présent chez les animaux inférieurs et les plantes, mais pas chez les
mammifeéres, alors que les mMiRNA sont présents chez tous les animaux et les plantes.

Origine

Le siRNA est un duplex d'ARN de 21 & 23 nucléotides avec un surplomb
Structure dinucléotide 3', tandis que le mMiRNA est une épingle & cheveux d'’ARN de 19 & 25
nucléotides qui forme un duplex en se liant I'un a l'autre.

Le siRNA est hautement spécifique d'une seule cible ARNm, tandis que le miRNA
Cible peut inhiber la traduction de plusieurs cibles ARNm en raison de son imperfection
d'appariement.

Tableau 2 : Résumant les principales différences entre le miRNA et le sSiRNA(78)

2.2. Transfert d’acides nucléiques in vivo :

Il s’agit de I’application la plus ancienne de thérapie génique, en s’appuyant sur
I’utilisation de vecteurs, I’acide nucléique souhaité est ainsi administré in vivo. La principale
particularité¢ de ce type de traitement c’est qu’on ne modifie pas le génome et a ce titre il
présente moins de risques. Cependant, le probléeme majeur des ARNm est la délivrance ; du
fait qu’ils soient des molécules de large poids moléculaire et présentant un probléme lors du
passage a travers la membrane cellulaire en plus du probleme de dégradation par les
nucléases. Mais les avancées actuelles dans les systemes de délivrance permettent d’étres plus

optimistes dans leurs potentiels thérapeutiques surtout dans le domaine de la cancérologie.
2.2.1. Ajout d’une protéine fonctionnelle :

Deux cas possibles : soit que le patient ait un géne codant pour une molécule

fonctionnelle manquante, soit qu’elle est défaillante(79).

C’est le cas dans le traitement de maladies monogéniques, un géne spécifique est mute,

il en résulte soit une absence de protéine, soit une protéine défaillante, le transfert de géne va
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permettre I’apport du géne codant pour la molécule d’intérét.

Dans la mucoviscidose le gene défaillant est responsable de la production de la protéine
régulatrice de la conductance transmembranaire: la protéine CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), la morbidité étant essentiellement liée aux
complications pulmonaires, la premiére cible thérapeutique est I’épithélium pulmonaire dont
les anomalies électrophysiologiques disparaissent lorsque le géne CFTR est transféré au

moyen d’un vecteur ici utilisé est I’adénovirus recombinant (dont le gene E1 est délété)(80).
2.2.2. Utilisation de géne suicide :

La thérapie génique par suicide ciblé est une idée qui a suscité beaucoup d'intérét pour
le traitement du cancer. Dans la littérature, cette approche est également connue sous le nom
de thérapie enzymatique par prodrogue dirigée par gene (GDEPT). Elle nous permet de
combiner des stratégies de ciblage passif, actif et transcriptionnel pour maximiser l'activité
anticancereuse au niveau de la tumeur tout en minimisant I'impact sur les tissus normaux. Par
définition, la thérapie GDEPT est un processus en deux étapes ou les cellules cancéreuses
sont d'abord transduites par un gene codant pour une enzyme non toxique (géne suicide), suivi
de I'administration d'une prodrogue non toxique (81). La mort cellulaire survient a la suite de
la conversion de la prodrogue en son métabolite toxique par les cellules transduites qui
expriment activement le gene suicide. Dans le contexte du GDEPT, l'index thérapeutique
augmente en réduisant les effets secondaires et en limitant la toxicité d'un agent de
chimiothérapie aux seules cellules cancéreuses ciblées. Cette approche présente deux
avantages distincts par rapport aux stratégies classiques de traitement du cancer, telles que la

chimiothérapie et la radiothérapie.(82)
2.3. Virus Oncolytique :

La virothérapie oncolytique est une approche thérapeutique qui utilise des virus
compétents en matiere de réplication pour tuer les cancers. Les virus oncolytiques sont micro-
organismes pouvant se répliquer qui ont été sélectionnés ou modifiés pour se développer a

I’intérieur des cellules tumorales(83). Les virus oncolytiques tirent parti de mutations, de
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voies de signalisation ou d’antigénes spécifiques au tumeurs, ce qui permet leur réplication
sélective dans les cellules tumorales entrainant ainsi leur lyse. Par exemple, I’activation de la
transcription virale sous une région régulatrice du gene qui est préférentiellement transcrite

dans les tumeurs cibles est couramment utilisée pour obtenir la spécificité tumorale.

Les virus qui ont été examinés pour leur cytotoxicité et leur efficacité dans ce genre de
thérapie sont 1’adénovirus, le virus de la rougeole, les rétrovirus, le virus de la maladie de
Newcastle(84), le virus de I’herpés simplex et le virus de la stomatite vésiculaire, tous ces
virus se répliquent préférentiellement dans les tumeurs, mais 1’'un des défis de la thérapie
virale oncolytique est la pénétration tumorale des virus. La matrice extracellulaire et le tissu
fibreux associé a la tumeur entravent la propagation des virus libérés par les tumeurs
infectées. La coexpression d'enzymes qui détruisent la matrice extracellulaire, comme
I'néparanase, a été utilisée avec succés dans des études précliniques pour surmonter la

résistance du tissu fibreux, qui empéche la pénétration des virus oncolytiques(85).

0006

Normal cell Virus infects but Unharmed
cannot replicate

Oncolytic virus

Virus infects
other tumor cells

Released antigens
®  promote antitumor
~ immune response

Tumor cell Virus infects and Tumor cell lysis causing
replicates release of viral particles
and tumor antigens

Fig. 15 : Mécanisme d’action des virus oncolytiques(86)

2.4. La technique des CAR T cell :

Il s’agit d’une technologie récente mais qui pourrait avoir un impact important sur le

monde de la santé. A 1’origine, 1’utilisation des CAR T est prévue pour 1’ex-Vivo.
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Le principe consiste en la modification génétique des lymphocytes T du patient en
procédant par faire exprimer a ces cellules un récepteur antigénique chimérique, ou
« Chimeric Antigen Receptor » CAR. Celui-ci permet la reconnaissance de maniere
spéecifique un antigene exprimé par les cellules cancéreuses généralement le CD19(87). Il joue

le role d’un détecteur a cellules oncogeénes.

La Food and Drug Administration (FDA) américaine a approuvé la premiére
immunothérapie cellulaire, la thérapie cellulaire a récepteur d'antigéne chimérique (CAR)-T,
pour le traitement de la leucémie lymphoblastique aigué a cellules B réfractaire en 2017, et la

seconde pour le traitement du lymphome non hodgkinien a cellules B en 2018(88).

En outre, la thérapie CAR-T a encore du chemin a faire en tant que thérapie pour les
tumeurs solides. Tous ces défis soulignent la nécessité de rechercher d'autres options
d'immunothérapie, et les développements récents ont montré que la thérapie par cellules

tueuses naturelles (NK) est I'une des plus prometteuses.

Les cellules NK sont un type de cellules lymphoides essentielles au systéeme
immunitaire inné. Elles reconnaissent les cellules "non-soi™ sans avoir recours aux anticorps
et au complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), exécutant ainsi une réaction immunitaire
rapide. Leur large cytotoxicité et leur rapidité de destruction font des cellules NK un outil

idéal pour I'immunothérapie du cancer.

Les cellules CAR-NK présentent plusieurs avantages par rapport aux cellules CAR-T.
Premiérement, contrairement aux cellules CAR-T, les cellules CAR-NK conservent une
capacité intrinséque a reconnaitre et a cibler les cellules tumorales par I'intermédiaire de leurs
récepteurs natifs, ce qui rend moins probable la fuite des cellules tumorales par la régulation
négative de I'antigene cible CAR. Deuxiémement, les cellules CAR-NK ne subissent pas
d'expansion clonale ni de rejet immunitaire en quelques jours ou semaines, et ne présentent
donc pas les mémes problémes de sécurité, tels que le syndrome de libération de cytokines,
observés dans de nombreux essais cliniques CAR-T. Enfin, les cellules NK ne nécessitent pas
une correspondance HLA stricte et ne risquent pas de provoquer la maladie du greffon contre
I'nbte, un risque important imposé par I'immunothérapie par cellules CAR-T, ce qui permet

aux cellules CAR-NK d'étre une thérapie allogénique préte a I'emploi(88).
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2.5. Gene editing in vivo :

L’édition du génome consiste en ’insertion, la délétion ou le remplacement d’un ou
plusieurs brins d’ADN a I’aide de techniques de génie génétique. Pour cela, sont utilisées des
protéines particulieres capables de cliver le génome que sont les nucléases également appelées
enzymes de restriction ou ciseaux moléculaires. L’enjeu de ces outils est de cliver
spécifiquement un endroit du double brin d’ADN afin de permettre un mécanisme de
réparation de la cellule mais également la recombinaison avec d’autres brins. Des mécanismes
au sein méme de la cellule permettent donc 1’autoréparation de la molécule d’ADN, mais
¢galement la possibilité d’une réorganisation des génes du brin.

Les deux mécanismes alors engagés sont donc : la recombinaison homologue (HDR),
ou les séquences d’ADN sont échangées entre molécule d’ADN identiques, et un mécanisme
non-conservatif qu’est la jonction d’extrémités non homologues (NHEJ) qui conduit a la
création de nouvelles séquences différentes de la séquence initiale, ce mécanisme par son
mode de fonctionnement est donc sujet a créer des mutations (89).

2.5.1. Outils de clivage / Techniques :

Les nucléases a doigts de zinc est la classe de réactifs de ciblage qui s'est avérée la plus
polyvalente et la plus efficace dans les années précédentes car ils possedent des domaines
distincts de liaison a I'ADN et de clivage de I'ADN (figure 13). Ces protéines synthétiques
sont nées de l'observation de Chandrasegaran selon laquelle I'enzyme de restriction naturelle
de type 1IS, Fokl (Flavobacterium okeanokoites endonuclease 1), possede des activités de
liaison et de clivage physiquement séparables.

.....

a montré que le clivage pouvait étre redirigé en substituant des domaines de reconnaissance
alternatifs au domaine naturel ((90)(91)(92)). Le plus utile d'entre eux était un ensemble de
doigts de zinc (ZFs) Cys2His2 dans lequel chaque unité de ~30 acides aminés liait un seul
atome de zinc. La structure cristalline d'un ensemble de trois doigts lies a 'TADN a montré que
chaque doigt contacte principalement 3 pb d'’ADN de fagon remarquablement modulaire(93).
Ceci suggére que de nombreuses séquences différentes pourraient étre attaquées en réalisant
de nouveaux assemblages de ZFs.
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Fig. 16 : llustration d'une paire de ZFNs liés a I'ADN. Les doigts de zinc sont représentés par des bofites ouvertes,
avec de courtes lignes verticales indiquant les principaux contacts avec les paires de bases de I'ADN. Les domaines de
clivage Fokl sont représentés par des cases ombragées, avec des sites de clivage communs, espacés de 4 a 5 cm.

Bien que cela n'ait pas été reconnu initialement, le domaine de clivage Fokl doit se
dimériser pour couper I'ADN (94,95). L'interface du dimere est faible, et la meilleure fagon de
réaliser le clivage est de construire deux ensembles de doigts dirigés vers des séquences
voisines et de les joindre chacun a un domaine de clivage monomeére Lorsque les deux
ensembles de doigts se lient a leurs séquences de reconnaissance, une concentration locale
élevée facilite la dimérisation et le clivage. Plusieurs études ont montré que la configuration
optimale utilise un lieur court entre les domaines de la protéine et un espaceur de 5 ou 6 pb (7
peut également fonctionner) entre les sites de liaison qui se trouvent en orientation inversée.

L'exigence de la dimérisation est un grand avantage pour cette raison : comme un
monomeére n'est pas actif, le clivage ne se produit pas sur des sites de liaison uniques. Le
réactif de clivage n'est assemblé a la cible que si les doigts ont une spécificité adéquate, et
I'exigence combinée de lier deux protéines amene la spécificité globale dans une gamme tres
utile ; par exemple, deux protéines a trois doigts spécifient I'emplacement de 18 pb, ce qui est
suffisant, en principe, pour choisir une cible unique, méme dans un génome complexe.

Les ZFN ont été congues, construites et utilisées avec succes pour des geénes individuels
dans une grande variété d'organismes et de types de cellules.

Aprés prés de deux décennies de travaux pionniers sur les ZFN, une plate-forme
programmable de liaison a I'ADN de deuxiéme génération a été mise au point a partir de
facteurs de liaison a I'ADN identifiés dans la bactérie phytopathogéne Xanthomonas(96). Les
TALEN (transcription activator-like effector nuclease) sont des enzymes de restrictions
capables de couper un brin d'ADN au niveau d'une séquence spécifique. Ce sont des protéines
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chimériques, constituées d’un domaine de liaison a I’ADN et d’un domaine endonucléasique.
Elles vont induire une cassure double-brin d’ADN en un site spécifique du génome. La
réparation de la cassure peut alors s’accompagner de mutations. De cette fagon, les TALEN

peuvent étre utilisées pour cibler des mutations au niveau de sites choisis du génome(97)

Les TALEN combinent les propriétés de liaison a ’ADN des TALE (transcription
activator- like effector) et de clivage de I’ADN par 1’endonucléase Fokl (Flavobacterium
okeanokoites endonuclease I).

La région centrale des TALE est composée d’un nombre variable de répétitions. Chaque
répétition est constituée de 34 acides aminés et se lie a un nucléotide cible unique. Les TALE
s’associent alors a I’ADN en formant une hélice qui s’enroule autour de I’ADN ou chaque

répétition reconnait un nucléotide de la séquence cible.

A
| LTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHG |

Ganes de susceptibilité
(upa20, 0s8n3, ostfllagl, ostfxl)

=5 NI — A D
=) Demi-site (14-20 nt) Demi-site (14-20 nt)
> HD— C ———  —— (14-24 nt) —— ——
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[IIRIRRNARRRERINN [T

Fig. 17 : Organisation des TALE et TALEN. A. Les TALE (transcription activator-like effector) sont des facteurs de
transcription produits par les bactéries pathogénes du genre Xanthomonas. Injectés dans les plantes par le systeme de
sécrétion de type 111, ils sont importés dans le noyau, se lient aux boites UTP et activent les génes de susceptibilité, tels

upa20, 0s8n3, ostfllagl ou ostfx1 de la plante héte. Les TALE sont constitués de répétition d’un motif de 34 acides
aminés. Au sein de ces répétitions, les acides aminés 12 et 13 (en bleu) reconnaissent un nucléotide spécifique. B. Les
TALE se lient a leurs cibles en formant une hélice qui s’enroule autour de I’ADN. Chaque répétition du TALE
reconnait un nucléotide adjacent. C. Il existe un code de reconnaissance précis entre les acides aminés 12-13 et les
nucléotides cibles : N, Asp ; I, lle ; H, His ; D, Asp ; K, Lys. D. Association d’une paire de TALEN et structure de son
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site d’ADN cible. Nt : nucléotide(97).

La synthése de cette protéine particuliere résulte de 1’assemblage des oligonucléotides
réalisé aprés deux étapes de PCR suivies d’une amplification de tout le gene. Une fois
I’assemblage des genes codant pour le TALEN effectué, ils sont insérés dans une structure
mobile capable de transférer du matériel génétique a une cellule qu’est un plasmide. Une fois
dans cette derniére, I’ADN sera traduit et les TALEN seront donc capables de réaliser une
cassure double brin de I’ADN. Suivant cette action, la cellule va entreprendre des mécanismes
de réparation notamment par jonction d’extrémités non- homologues (NHEJ), c’est a dire par
reconnexion des deux extrémités provoquée par la cassure lorsqu’aucune séquence
complémentaire n’est disponible pour la synthése de la réparation. Ce type de mécanisme est
donc le siege de potentielles mutations liées a une insertion ou une délétion, ce qui implique
donc la nécessité d’une réflexion lors de la création du TALEN et la vérification par PCR,
suite a la formation d’un hétéroduplex, des potentielles différences entre deux alleles.

Basé sur ce principe, les TALEN peuvent permettre de réaliser I’insertion d’un génome
étranger dans une cellule hote a partir de I’introduction d’ADN étranger au niveau du site de
la cassure qui sera utilisé comme modele par les mécanismes de réparations intrinseques.

Néanmoins, cette technique a quelques limites notamment liées au fait d’un manque de
spécificité au niveau des sites de reconnaissance ce qui entraine des clivages non voulus

pouvant également conduire a la mort de la cellule si ces derniers entrainent des
réarrangements chromosomiques majeurs.

Certains archaea, bactéries, phages, champignons unicellulaires, levures et algues
produisent des enzymes cytotoxiques également appelés endodésoxyribonucléases qui vont
avoir la capacité de reconnaitre des séquences d’ADN double-brin de grande taille (12 a 40
paires de bases) qui sont donc trés souvent uniques dans le génome, ce qui rend donc I’action
de ces enzymes spécifiques.

Il existe principalement deux familles d’endonucléases de homing (89), les
endonucléases introniques et les intéines. Ces endonucléases ont donc cette fonction de
ciseaux moléculaires de I’ADN, ils sont capables de remplacer, supprimer ou modifier une

séquence de facon spécifique, mais afin de modifier la séquence ciblée par cette enzyme il est
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possible de modifier le site de reconnaissance par génie génétique.

Ces ciseaux moléculaires sont codés par des introns ou des intéines (portion non
codante d’un gene) qui sont mobiles dans le génome mais sont intégratifs a des endroits précis
du génome qui permet de casser 1’allele complémentaire (qui ne contient pas cette partie
mobile) a 1’aide de la méganucléase exprimée (Figure 14). Pour certains introns et les
intéines, la cassure induite permet la duplication de la partie mobile grace a un mécanisme de
recombinaison homologue de I’ADN double brin. Ceci permet donc 1’intégration éventuelle

d’une séquence détermingée.

| intron |
| |

| intron |

[
| intron |

Fig. 18 : Mécanisme de fonctionnement des méganucléases de homing(89)

Arrivant ainsi a D’outil le plus récent, le systtme CRISPR-cas9 qu’on discutera en
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détails dans la partie suivante.
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3. CRISPR CAS 9 : REECRIRE NOTRE HISTOIRE

Le systtme CRISPR-Cas est devenu synonyme d'édition du génome dans le monde
d'aujourd'hui en raison de son mécanisme simpliste, hautement spécifique, efficace et bien
adapté a I’édition de geénes a haut débit et multiplexé pour une variété de types de cellules et
d’organismes. Les chercheurs connaissent peut-étre bien les deux principaux composants de
CRISPR, I'ARN guide et la nucléase associée a CRISPR, mais mener des expériences
CRISPR n'est pas anodin.

3.1. Mécanisme

Dans cette partie on discutera le mécanisme de ciblage du génome médié par CRISPR-

cas9.

Comme a été discuté préalablement, CRISPR-Cas est un systeme immunitaire adaptatif
microbien qui utilise des nucléases guidées par I'ARN pour couper des éléments génétiques
étrangers. Six types (I-VI1) (98) de systemes CRISPR ont été identifiés dans un large éventail
d'hétes bactériens et archéens, dans lesquels chaque systeme comprend un groupe de genes
associés a CRISPR (Cas), des ARN non codants et un réseau distinctif d'éléments répétitifs
(répétitions directes). Ces répétitions sont entrecoupées de courtes séquences variables
dérivées de cibles d'’ADN exogenes, appelées protospacers, et constituent ensemble le réseau
d’ARN CRISPR (crRNA). Au sein de la cible ADN, chaque protospacer est toujours associé a
un motif adjacent au protospacer (PAM), qui peut varier en fonction du systeme CRISPR

specifique.(99)

Le systeme CRISPR de type Il est I'un des mieux caractérisés (100). Il se compose de la
nucléase Cas9, de la matrice du crRNA qui code les ARN guides et d'un crRNA auxiliaire
trans-activateur « trans-activating CRISPR RNA » (tracrRNA) qui facilite le traitement de la
matrice du crRNA en unités distinctes (101). Chaque unité crRNA contient ensuite une
séquence guide de 20 nt et une répetition directe partielle, la premiere dirigeant Cas9 vers une

cible ADN de 20 pb par le biais d'un appariement de bases Watson-Crick (Fig. 19).
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Fig. 19 : La nucléase Cas9 de S. pyogenes (en jaune) est ciblée sur I'ADN génomique (le locus EMX1 humain est
illustré a titre d'exemple) par un ARNg composé d'une séquence guide de 20 nt (bleu) et d'un échafaudage (rouge). La
séquence guide s'apparie avec la cible ADN (barre bleue sur le brin supérieur), directement en amont d'un motif
adjacent 5'-NGG requis (PAM ; rose). Cas9 crée un DSB ~3 pb en amont du PAM (triangle rouge) (102).

Dans le systeme CRISPR-Cas dérivé de Streptococcus pyogenes, 'ADN cible doit
immédiatement précéder un 5-NGG PAM (63), alors que d'autres orthologues de Cas9
peuvent avoir des exigences différentes en matiere de PAM, comme ceux de S. thermophilus
(5'-NNAGAA(56,101) pour CRISPR1 et 5'-NGGNG (53,54) pour CRISPR3) et de Neisseria
meningiditis (5'-NNNNGATT)(103).

La fonction nucléase guidée par 'ARN de CRISPR-Cas est reconstituée dans les
cellules de mammiféres par I'expression hétérologue de Cas9 humain optimisé au niveau du
codon et des composants ARN requis. En outre, le crRNA et le tracrRNA peuvent étre
fusionnés pour créer un ARN chimérique a guide unique (sgRNA) (55) (Fig.19). Cas9 peut
ainsi étre redirigé vers presque n'importe quelle cible d'intérét a proximité immédiate de la

séquence PAM en modifiant la séquence guide de 20 nt dans le sgRNA.

Compte tenu de sa facilit¢ de mise en ceuvre et de sa capacité de multiplexage, Cas9 a
été utilisé pour générer des cellules eucaryotes modifiées portant des mutations spécifiques
via NHEJ et HDR. L'injection directe de sgRNA et de MRNA codant Cas9 dans des embryons
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a permis la génération rapide de souris transgéniques avec de multiples alléles modifiés(104).
Ces résultats a I’époque ont été extrémement prometteurs pour I'édition d'organismes qui sont

autrement génétiquement intraitables.

Les nucléases Cas9 effectuent un clivage spécifique du brin en utilisant les domaines
nucléasiques conservés HNH : target strand et RuvC : nontarget strand, qui peuvent étre
mutés et exploités pour une fonction supplémentaire(53). Une mutation de l'aspartate a
I'alanine (D10A) dans le domaine catalytique de RuvC permet au mutant de la nickase de
Cas9 (Cas9n) de couper plutot que de cliver I'ADN pour produire des cassures simple brin, et
la réparation préférentielle subséquente par HDR peut potentiellement diminuer la fréquence
des mutations indel non désirées provenant des DSB (Double Stranded Breaks) hors cible.
Des paires d'/ARNg décalées de maniére appropriée peuvent guider Cas9n pour gqu'il entaille
simultanément les deux brins du locus cible afin de provoquer une DSB, augmentant ainsi

efficacement la spécificité de la reconnaissance de la cible.

<«—— Nucléase Cas 9
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Fig. 20 : Retouche génomique par le systéme Crispr-cas9(105)
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3.2. Roéle des mécanismes de réparation de I’ADN dans I’édition

génomique :

La formation d’une coupure double brin par les endonucléases ZFNs, TALENSs ou le
systeme CRISPR/Cas9, est le point de départ pour parvenir a une modification ciblée dans le
génome. Différents mécanismes moléculaires vont intervenir pour réparer ces Iésions a
I’ADN, dont la réparation non-homologue par jonction des extrémités (Non- Homologous
End Joining, NHEJ) et la réparation dirigée par homologie (Homology Directed Repair,
HDR) qui sont les deux processus majoritairement sollicités (Figure 21).

A DNA double-stranded break (DSB)
= v 5
3 5
A
Nonhomologous Homology-directed
end- joining (NHEJ) repair (HDR) w3’
F -m 5
- Genomic 5==
(’ N T DNA 3’ ummm A
5 o 3 \ "
3’ JEJ,& L[f 5 Repair 5 — 3
: ) . templat ‘ I ‘
U\)l emplate 3 l 5
Premature ; i
Indel mutation  stop codon Precise gene editing
5 == 3 5 s - 3
. = 5 Jmm E— 5

Fig. 21 : Voies de réparation de I’ADN induite par une coupure double brin(66).

La réparation par NHEJ ou par HDR sont les deux principaux mécanismes moléculaires
employés par la cellule pour réparer une coupure double brin dans I’ADN. Dans la voie de
réparation par NHEJ, un hétérodimére Ku se lie aux extrémités formées par la DSB. Cet
appariement permet le recrutement d’autres protéines associ¢es dans la réparation et permet

de joindre les extrémités d’ADN incluant notamment la DNA Ligase IV. Des INDELs
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peuvent alors se former au site de jonction et induire un décalage du cadre de lecture ce qui
rend le gene non fonctionnel. Dans la voie de réparation par HDR, des protéines Rad51 se
fixent sur les extrémités d’ADN formées par la DSB. S’en suit le recrutement de cofacteurs,
comme BRCAL, impliqués dans la recombinaison a partir d’un ADN donneur (chromatine
sceur, ou ADN exogene) qui présente des bras d’homologie de part et d’autre de la coupure.
Lorsque ’ADN donneur est exogéne, il permet d’introduire des modifications spécifiques

dans le génome. (66)
3.2.1. Réparation dirigée par homologie

La réparation par HDR permet de rétablir la séquence d’ADN d’origine en copiant
celle- ci a partir de la séquence d’ADN de la chromatine sceur. Il est possible de substituer le
role de cette chromatine sceur en co-livrant un ADN donneur synthétique contenant des bras
d’homologie avec la région d’intérét a modifier. Lorsqu’une endonucléase fera une coupure
dans cette région, la réparation par HDR pourra solliciter ’ADN donneur et permettre
I’insertion de changements spécifiques a ce locus, que ce soit la substitution d’un ou plusieurs
nucléotides, voire I’insertion d’un nouveau fragment d’ADN. Le recours a cette stratégie est
notamment intéressant pour substituer de fagon précise des mutations non-sens ou faux sens
afin de rétablir un codon normal ou non-pathologique. Cependant, ce mécanisme n’est
sollicit¢ que dans des cellules en prolifération au cours des phases S et G2 (106). Cette
caractéristique rend donc difficile le développement d’une thérapie systémique ou les cellules
du patient demeurent essentiellement dans un état quiescent. De facon alternative, il
semblerait que la formation d’un nick plutét que d’une DSB permette d’augmenter l'efficacité

de HDR dans les cellules en stade S/G2(107).
3.2.2. Réparation non-homologue par jonction des extrémités

La réparation par NHEJ est le principal mécanisme de réparation de I’ADN dans le cas
d’une coupure double brin. Ce processus est notamment majoritaire en dehors des phases S et
G2 du cycle cellulaire durant lesquelles la présence de la chromatine sceur pour une réparation
par HDR est moins probable(106) .Lors de la jonction des extrémités d’ADN, la réparation
par NHEJ peut insérer des erreurs au site de coupure sous la forme de micro-insertions ou

micro-délétions de nucléotides ; ces modifications portent le nom de INDELs. Ainsi,
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I’utilisation d’endonucléases programmables permet d’induire la formation d’INDELs
pouvant déphaser/rétablir le cadre de lecture d’un géne ou encore de muter le site de liaison
d’un facteur de transcription sur un promoteur(108,109). De fagon intéressante, cette voie de
réparation permet aussi de générer des délétions dans I’ADN génomique lorsque 2 locus d’un

méme gene sont ciblés simultanément (108).
3.2.3. Comparaison entre HDR et NHEJ :

La voie de réparation NHEJ sujette aux erreurs, est souvent la voie de choix lors de
I'utilisation de CRISPR/Cas9 pour générer un knockout génétique. Malgré la grande efficacité
de la création de mutations indel, cette voie présente des inconvénients. Les délétions sont
souvent in-frame, ce qui peut donner lieu a des protéines semi-fonctionnelles. Les indels
peuvent facilement s'étendre de 1 a 200 pb, sans aucun contrdle sur leur longueur exacte ou
leur emplacement (en amont/en aval), ce qui peut faire de I'identification et de la validation

des indels une tache colteuse et longue(110).

La voie de la réparation par homologie (HDR) permet une édition précise du génome en
incluant un modeéle de réparation dans le processus. L'utilisation d'un modele monocaténaire
garantit que ce modeéle n'est pas inséré de maniere aléatoire ailleurs dans le génome ou qu'il
n'est pas ciblé par I'enzyme Cas9. La séquence introduite permet également une validation
rapide et efficace par PCR des clones édités avant le séquencage. Nous avons effectué une
analyse comparative des deux mécanismes de réparation afin de déterminer si la voie HDR est
une bonne alternative a la voie NHEJ pour la génération a haute fréquence de knockouts
génetiques dans les cellules souches embryonnaires (ESC) de souris C57BL/6NCrl, mais avec

I'avantage concomitant d'une édition précise du génome(110).
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4. MOYENS D’ ACHEMINEMENT DU SYSTEME CRISPR CAS9 :

Dans la thérapie génique classique par transfert de geéne, 1’objectif est de livrer dans le
tissu a traiter une copie normale d’un gene pour compenser pour un gene défectueux et d’en
permettre une expression maintenue a long terme. Il est dont impératif que ce matériel doit
étre livré efficacement dans le tissu cible que ce soit sous la forme d’ADN, d’ARN ou d’une
protéine. CRISPR-Cas9 est une biotechnologie qui nécessite a la fois un systéme d’expression

de Cas9, les MRNA et les sgRNAS, mais également la protéine Cas9 en elle-méme.

o,

P P ot P
£ O £ "‘-\ £ J\ £ o\
\ N, 7 h _/" % 4 h E
\ y \'w.....o"' \‘-«..."" \'--....-"’ \&....-""

X

\\\\ ADN de Cas9 mRNA de Cas9 Protéine Cas9 sgRNA

< \ >_—5 = = - F— N = . -
‘ :(. ’ Macr?phage Q >
Vaisseau sanguin Rt . Enzymes sériques
2 X T - I, = > X S
( - ) Recepteur
' ‘—'Vv Endocytose P T

- “.'- @ g
Qndosome 0 Edition du genome %
7~ PAVAN \ ‘
( ) / RS- mn
Noyau

AN

Traduction

Fig. 22 : Différents challenges a surmonter pour le transfert des éléments de Cas9/gRNA (111)

Dans cette section seront présentées différentes stratégies de livraisons des composants
des endonucléases programmables.
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4.1. Vectorisation de CRISPR-Cas9 par méthodes physiques :

4.1.1. L’électropolation

Le principe de cette technique consiste a soumettre des cellules a un courant électrique
qui provoque la pénétration des composés tels les plasmides, des fragments d’ADN ou ARN,
ou encore des protéines (112). Les cellules ou les tissus sont premierement exposés a une
solution contenant les composés a livrer. Deuxiémement, sous ’effet de la pulsion électrique,
les membranes cellulaires deviennent perméables ce qui permet donc aux composés se
trouvant en solution de diffuser a travers celle-ci. Cette méthode bien qu’elle puisse entrainer
une certaine mortalité dans les cellules ou tissus traitées sous I’effet du choc électrique, elle
permet une livraison directe et rapide. Ce moyen de vectorisation est utilisé, car plus adapté,
au traitement de cellules ex vivo qui seront retransférées ensuite aux patients par une greffe ou
par transfert adoptif, en revanche il est non ou difficilement envisageable pour traiter un

organisme complet étant donné les risques associés au choc électrique.
4.1.2. L’ultrason

Dans cette approche, le matériel a livrer est encapsulé dans une suspension de vésicules
lipidiques, puis directement administré in vivo par voie intraveineuse. En soumettant
localement un tissu a des ultrasons, les membranes cellulaires et les microbulles lipidiques
entrent en oscillation ce qui favorise I’endocytose de ces derniéres et le relargage du contenu
dans le cytoplasme (113).Cette livraison a prouvé son efficacité pour livrer I’ADN
plasmidique, le siRNA et des drogues dans le foie, le cerveau, les reins ou encore le cceur

dans des modéles animaux(114-116).
4.2. Vectorisation de CRISPR-Cas9 par les virus : Les vecteurs viraux

Les vecteurs viraux, malgré leur colit de production qui peut s’avérer parfois élevé, sont
des vecteurs de choix ; car ils permettent une efficacité de transduction de nombreux types
cellulaires et peuvent notamment se disséminer efficacement dans I’organisme lors d’une
administration systemique. On détaillera dans cette partie les différents types de vecteurs

viraux.

54



4.2.1. Les rétrovirus et lentivirus

Les lentivirus sont une sous-famille issue de rétrovirus. Parmi les vecteurs lentiviraux
(LV), ceux dérivés du rétrovirus de I'immunodéficience humaine (VIH-1), sont les plus
couramment utilisés pour le transfert de gene in vitro et ex vivo. Ce sont des virus a ARN a
partir desquels, seuls les geénes essentiels a la production des particules virales et a
I’encapsidation du matériel génétique ont été conservés. Ainsi, par ’intermédiaire des geénes
Gag-Pol, Rev, ou encore VSV-G il est possible de produire de nouvelles particules virales
recombinantes. Celles-ci préservent leur capacité a transduire un grand nombre de lignées
cellulaires (de par le large tropisme de I’enveloppe VSV-G), en prolifération ou dans un état
quiescent, et permettent 1’intégration stable dans leur génome du transgéne d’intérét et d’en
permettre une expression durable dans le temps (117). Il est cependant possible de
pseudotyper ces vecteurs en modifiant leur enveloppe afin de permettre de restreindre leur
tropisme a certains types cellulaires (118). En effet, si ces vecteurs étaient administrés par
voie systémique, les particules virales transduiraient trop rapidement les cellules mononuclées
du sang périphérique (lymphocyte, monocyte, macrophage) avant méme d’avoir atteint un
éventuel organe cible (119). Par ailleurs, ces virus recombinants sont incapables de se
répliquer ce qui les rend non pathogéniques pour les cellules. Enfin, ces vecteurs représentent
un intérét particulier de par leur capacité a contenir jusqu’a ~10 kb d’ARN ce qui est
compatible avec la taille des ZFNs, TALENSs et CRISPR/Cas9(120).

La principale limite a 1’utilisation d’un rétrovirus est sa possible insertion aléatoire dans
le génome de la cellule hote. Cela s’est déja montré particulierement néfaste au cours d’un
essai clinique chez des patients SCID (Syndrome d’immunodéficience combiné grave) traité
avec un vecteur vy-retroviral, ou 5 des 20 patients traités ont développé une leucémie
(121,122). De fagon générale, ce type de vecteur peut représenter un risque si son génome
s’insere a proximité d’un proto-oncogéne ou s’il altére 1’expression d’un géne suppresseur de
tumeur (123) . Afin de limiter un tel risque, de nouveaux variant de LVs ont été modifiés de
sorte a inhiber les propriétés d’intégration dans le génome du matériel encapsidé, notamment
a travers des mutations qui inactivent les protéines intégrases (124) . Ainsi, les lentivirus non-

intégratifs semblent davantage sécuritaires dans le cadre d’application clinique en
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comparaison aux vecteurs y-retroviraux qui sont intégratifs. Il est également envisagé d’avoir
recours uniquement aux propriétés de transduction des LVs et de les utiliser pour envelopper
et livrer directement les protéines ZFNs, TALENSs ou encore CRISPR(125,126).

4.2.2. Les adénovirus

Les adénovirus (Adv), dont il en existe prés de 60 sérotypes différents, sont des virus
non-enveloppés a ADN double brin pouvant contenir jusqu’a 36~kb. Le sérotype 5 (Adv5) est
I’un des plus utilisé et qui est particuliérement efficace dans la transduction d’une multitude
de lignées cellulaires humaines ce qui en fait un vecteur d’intérét en thérapie génique. Tout
comme les LVs, les Advs infectent tout aussi bien les cellules quiescentes que les cellules en

prolifération mais leur génome ne s’intégre pas dans celui des cellules hotes (127,128).

Cependant, ces vecteurs sont particulierement immunogéniques et sont responsables de
Iinitiation d’une forte réponse immunitaire innée et acquise. Leur utilisation a été
particulierement freinée a la fin des années 90s lorsqu’un patient de 18 ans est décédé lors
d’un essai clinique, 4 jours seulement aprés avoir été traité avec un Adv pour sa déficience en
ornithine carbamoyltransférase (129). Cette immunogénicité est également problématique
dans la mesure ou les cellules transduites par un tel vecteur peuvent étre éliminées en réponse

a une réponse cellulaire cytotoxique médiée par les lymphocytes T(130,131) .

Ces limitations majeures ont donc amené au développement des Adv a grandes
capacités (High-Capacity Adv, HC-Ad) qui ne contiennent aucun géne d’origine viral
réduisant ainsi la réponse immunitaire cytotoxique ce qui permet une expression plus durable
du transgene (132,133). Cependant leur production nécessite le recours a un adénovirus dit «
helper » qui permet de répliquer I’ADN du HC-Ad, de former ses capsides protéiques et d’y
empaqueter ’ADN. Ainsi lors de la purification des HC-Ad, la possibilité de contamination

par des virus « helper » hautement immunogénes est un risque non négligeable.

De par la grande quantité d’ADN que les HC-Ad peuvent contenir, ces vecteurs sont
adaptés a la livraison de ZFNs, TALENs et CRISPR/Cas9 bien que pour le moment leur

utilisation soit encore restreinte a des applications ex vivo (134,135)
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4.2.3. Les virus adéno-associés

En 1965, les virus adéno-associés (adeno-associated virus, AAV), ont été identifiés
comme contaminants de préparations d’adénovirus et dont la réplication dépend directement
de ces derniers (136). Les AAV sont des virus non-enveloppés contenant un ADN simple brin
pouvant contenir jusqu’a ~4.7 kb (137). Le génome de ce vecteur est constitu¢ par deux
régions Rep et Cap, présents entre deux ITRs (Inverted Terminal Repeat)(138) . La région
Rep code pour des éléments qui permettent la réplication du génome du AAV et son
intégration dans le génome de la cellule hote. De fagon intéressante, 1’intégration du génome
du AAV dans le génome d’une cellule hote humaine se ferait préférentiellement dans le
chromosome 19 (139). Mais il est a noter que la suppression de cette région Rep permet
d’annihiler les propriétés de réplication du génome viral ainsi que 1’intégration dans le
génome de 1’hote. Ensuite, la région Cap code pour les protéines VP1, VP2 et VP3 qui
s’autoassemblent pour former la capside des AAVs. Ce sont les propriétés de la capside qui
définissent le tropisme des AAVSs pour leurs cellules hotes cibles. A I’heure actuelle, 14
sérotypes de AAVs ont été identifiés et ils se distinguent les uns des autres par leurs
propriétés a infecter des cellules in vitro et leur tropisme pour les organes in vivo (140)
(Figure 23) . Ces vecteurs présentent la particularité d’infecter une multitude d’organes chez
I’humain sans étre pathogénique, malgré une possible réponse humorale qui se fait par la
production d’anticorps neutralisants(137) .Ainsi, I’absence d’immunogénicité préalable pour
certains sérotypes d’AAV et la diversité des tropismes possibles pour ces sérotypes en font

des vecteurs d’intérét pour des applications en thérapie génique.
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Fig. 23 : Plusieurs sérotypes de AAV permettent de cibler précisément différents types de tissus.
Chaque sérotype de AAV présente un tropisme particulier pour certains tissus. Notamment, le sérotype AAV9 (gris)

permet de cibler a la fois le cceur mais aussi les muscles squelettiques (141).

Ainsi, des vecteurs AAVs recombinants (rAAV) ont été créés en retirant les régions
Cap et Rep et en préservant seulement les séquences ITRs qui permettent 1’encapsidation de
I’ADN. Les rAAVs peuvent donc permettre la livraison d’un transgéne ou d’un ADN simple
brin d’intérét de 4.7 kb dans une grande diversité de cellules/tissus, et offrent une alternative
particulicrement sécuritaire pour des applications en thérapie génique en comparaison aux

vecteurs LVs et Advs.

L’utilisation des rAAVs en thérapie génique peut étre limitée par la taille du promoteur
et du transgéne a transférer dans une cellule si elle dépasse la capacité de stockage du vecteur.
Mais pour contourner cette limitation, les génes des endonucléases (ZFNs ou TALENS) et le
systeme CRISPR/Cas9 peuvent étre insérés dans les rAAVs ce qui offre la possibilité de
modifier directement un gene muté plutoét que d’en livrer une copie fonctionnelle (142).
Cependant, un rAAV ne peut contenir qu’un seul des deux monomeéres de TALENSs

nécessaires pour faire une coupure double brin. Ainsi I'utilisation des TALENs en édition
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génomique requiert 1’utilisation d’au moins 2 rAAVs, voire 4 rAAVs pour les approches
visant a faire une délétion dans I’ADN. Cela engendre donc des cotits de production
particulicrement élevés pour cette technologie. Bien que beaucoup plus laborieux dans leur
conception, 2 monomeéres de ZFNs peuvent étre codés dans un seul rAAV qui peut également
contenir un ADN donneur afin d’induire une mutation par recombinaison homologue (143).
Enfin, pour le systtme CRISPR, plusieurs situations sont a considérer. En effet, 1’utilisation
de CRISPR/SpCas9 requiert I’utilisation d’au moins 2 rAAVs, le premier qui permet
I’expression de la SpCas9 et le second qui permet l’expression d’un ou plusieurs
ARNgs(144). D’autre part, le géne de la SaCas9 étant plus petit de ~1 kb que celui de la
SpCas9, un unique vecteur rAAV peut permettre sa livraison en plus d’un ARNg(102,145) .

4.3. Les vecteurs non viraux

Alors que les vecteurs viraux, tels que les rAAVs, permettent une livraison ciblée et
potentiellement sécuritaire d’endonucléases dans des cellules/tissus d’intéréts, le maintien de
leur expression peut étre a l’origine d’effets délétéres a plus long terme, tels que
I’augmentation de la fréquence des effets off-targets ou encore le développement d’une
réponse immune dirigée spécifiquement contre le produit du transgéne. De plus, de nombreux
individus présentent une immunité dirigée contre les AAVs sous la forme d’anticorps
préexistants, ce qui peut les rendre inéligibles a des traitements par thérapie génique avec ce

type de vecteur.

Afin de contourner ces deux limitations majeures, le recours a des vecteurs non-viraux
qui visent a livrer directement un ARNm codant pour les systémes d’endonucléase, ou les
protéines purifiées, est envisagé. Certaines de ces approches sont présentées dans cette

section.
4.3.1. Liposomes, polyméres et nanoparticules

Par I’intermédiaire de charges électrostatiques, il est possible de charger des liposomes,
des polymeéres (ex : le PEI) ou d’autres particules cationiques avec des acides nucléiques ou
des protéines dont la charge est négative (151,144,145). Cependant, I’utilisation de ces

vecteurs cationiques ne permet pas de livrer de fagon universelle tous les types de protéines
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dont les charges électrostatiques sont hétérogenes d’une protéine a I'autre. Ainsi, il est
envisagé de coupler des peptides poly-anioniques a des protéines cationiques afin de
permettre leur livraison avec des vecteurs cationiques. De tels modifications ont ainsi permis
la livraison de protéine TALE et de complexes Cas9/ARNg dans des cellules en
culture(68,151,146). Dans le cas de la livraison de Cas9/ARNg, c’est la charge anionique de
I’ARNg qui confére au complexe Cas9/ARNg une charge globalement négative qui permet de

le combiner a un vecteur cationique.

Des structures plus complexes comme le CRISPR-Gold peuvent également étre
¢laborées (149,150). Cette structure est formée par un cceur de nanoparticules d’or qui sont
greffées a des oligonucléotides comportant des groupements -thiol qui s’hybrident avec un
ADN donneur simple brin. Ces complexes Cas9/ARNg vont ensuite interagir avec cette
structure par ’intermédiaire de I’affinité de la Cas9 pour I’ADN. Le tout est alors recouvert
de silice aux propriétés anioniques puis complexé avec un polymere cationique ayant des
propriétés de déstabilisation de 1’endosome afin d’augmenter la livraison cytoplasmique de

I’ADN donneur et de Cas9/ARNg.
4.3.2. Peptides de transduction et de perméabilisation

Les peptides de transduction, plus communément connus sous le nom de CPP (Cell
Penetrating Peptides), sont des peptides ayant la capacité de fusionner avec les membranes
plasmidiques des cellules et d’accéder a leur cytoplasme. En fusionnant de tels CPPs a une
protéine d’intérét, celle-ci peut étre livrée directement dans une cellule sans avoir recours a
une ¢électropolation ou des agents de transfection. Cette stratégie a donc été reprise afin de
livrer directement les endonucléases ZFNs, TALENSs et Cas9 et a permis d’éditer des genes
cibles aussi bien in vitro que in vivo(151-153) . Dans le cas du systéme CRISPR/Cas9,
I’édition génomique nécessite la présence d’une protéine Cas9 complexée a un ARNg. Pour
cela, la protéine Cas9 peut étre livrée dans des cellules sous forme d’une protéine fusionnée a
un CPP tel qu’un motif de poly arginine ou encore une protéine tat (protéine de transduction
isolée depuis le VIH-1)(151). Concernant les ARNGgs, a défaut de pouvoir étre fusionné a des
CPPs ils peuvent cependant étre livrés séparément en les complexant, par des interactions

¢lectrostatiques, a un CPP cationique(154,155).
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La compagnie québécoise Feldan Therapeutics a développé en 2018 une gamme de
peptides, portant le nom de Feldan Shuttle (FS), qui permettent la livraison de complexes
ribonucléoprotéiques Cas9/ARNg dans une grande diversité de cellules(156) . Ces FS sont
dérivés du peptide PTD4, un variant de la protéine Tat provenant du VIH-1, ayant des
propriétés de liaison et de translocation au travers des membranes plasmiques. Ce peptide a
¢été fusionné a un domaine CM18 qui permet de limiter la capture du FS dans 1’endosome et
favorise un relargage dans le cytoplasme. La capacité du FS a ne pas rester bloqué dans
I’endosome est également amplifié par I’ajout de 6 histidines dont le role est de déstabiliser
les membranes du compartiment endosomal. Finalement, ce peptide multifonctionnel permet
la livraison de complexes Cas9/ARNg dans les cellules par une translocation au travers de

pores formées par le FS, ou par endocytose suivi d’un relargage dans le cytoplasme aprés

I’échappement depuis I’endosome (Figure 24).
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Fig. 24 : Principe de fonctionnement du Feldan Shuttle pour la livraison de protéines et/ou d’acides nucléiques.
Par I’intermédiaire d’interactions électrostatiques, le cargo se couple au Feldan Shuttle. Au contact de la membrane
des cellules, le complexe Feldan Shuttle/cargo peut étre transduit directement au travers de la bicouche lipidique ou

transite par I’endosome. Une fois dans le cytoplasme, le complexe se dissocie pour libérer le cargo.(156)
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Au-dela de limiter le recours a des vecteurs viraux, dont les cotts de production sont
tres ¢levés, la livraison de Cas9 sous formes de protéines recombinantes complexées a un ou
plusieurs ARNg, permettrait de réduire la possibilit¢ de mutations hors-cibles. Sous cette
forme, les complexes Cas9/ARNgs sont dégradés en 1’espace de 24h ce qui serait suffisant
pour permettre une bonne efficacité d’édition sur la cible d’intérét tout en réduisant
I’accumulation de mutations hors-cible qui seraient induites par une exposition prolongée a
I’endonucléase (151,154).

4.4. Plasmide exprimant Cas9 et le gRNA :

Un plasmide est produit par une bactérie ; Il s’agit d’éléments extra-chromosomiques
circulaires capables de se répliquer (de 1 a 100 copies) dans la bactérie et d’étre transmis dans
les cellules filles lors de divisions cellulaires. Dans la nature, les plasmides peuvent étre
échanges entre différentes especes de bacteries. Ces plasmides peuvent disséminer ainsi de
nouvelles caractéristiques tels que des résistances aux antibiotiques, a des métaux-lourds, ou

encore de rendre les bactéries virulentes.

Un plasmide se présente sous forme d’un matériel génétique composé des éléments

suivants (158) :
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Fig. 25 : Architecture plasmidique(159)
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e Origine de réplication (ORI) : elle dirige I’initiation de la réplication plasmidique.

e Geéne de résistance a I’antibiotique : c’est un géne qui confére la résistance a

I’ampicilline, il permet la sélection de bactéries contenant des plasmides.

e Site de clonage multiple (MCS) : est un court segment de 'ADN , qui contient de
nombreux (jusqu'a ~20) sites de restriction permettant une insertion facile de

I’ADN par digestion et ligature des enzymes de restriction.

e [’insert: est le géne, le promoteur ou tout autre fragment d’ADN cloné dans le
MCS. C’est généralement 1’¢élément génétique que I’on souhaite étudier en utilisant

un plasmide particulier.

e La région du promoteur : pilote la transcription de I'insert. Le promoteur est concu
pour recruter la machinerie transcriptionnelle d'un organisme particulier ou d'un

groupe d'organismes.

e Marqueur de sélection : il sélectionne les cellules qui ont réussi & absorber le

plasmide dans le but d’exprimer I’insert.

e Site primer de liaison des amorces : Courte séquence d’ADN simple brin utilisée
comme point d’initiation pour 1’amplification par PCR ou le séquencage de I’ADN

du plasmide.

Ce type de systeme d’acheminement existe sous forme de kit commercialisé par
I’entreprise Addgene permettant la construction de vecteurs CRISPR-cas9 exprimant

plusieurs gRNA et une nucléase cas9. (158)

Si cette méthode s'est avérée extrémement précieuse pour les scientifiques, elle présente

néanmaoins certaines complications potentielles dont il faut tenir compte :
« Les cellules doivent se préter a la transfection ou a la transduction virale.

« Des promoteurs appropriés doivent étre choisis pour I'expression de Cas9 et de
I'ARNg.

« L'ADN plasmidique peut étre incorporé dans le génome.
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« Des effets hors cible peuvent se produire en raison de I'expression prolongée de

Cas9.

 La nécessité de la transcription et de la traduction de Cas9 retarde I'édition.

4.5. Quel systéme d’expression choisir ?

Le choix du type de vecteur est essentiel lors du développement d’un nouveau
traitement particulierement en thérapie génique in vivo. L’efficacité de ce dernier est trés
dépendante de la capacité de 1’acide nucléique a atteindre la cellule cible. Nous avons vu
précédemment que du fait de cette nécessité, de nombreuses méthodes ont été développées.

Le choix du vecteur se fait donc selon plusieurs facteurs :

1) Le type de thérapie génique a développer, in vivo ou ex vivo : du fait que certains
organes sont plus accessibles que d’autres lors d’une utilisation in vivo, certains
vecteurs en parallele seront plus adaptés a ce type d’utilisation. Il reste a surmonter
le challenge majeur de la délivrance in vivo qui est 1’effet « off-target », c’est-a-dire
d’éviter toute atteinte de cellules non cibles et qui ne sont pas d’intérét. Il faut
également considérer le tropisme du vecteur, dans une méme famille de virus on
peut trouver des sous types ayant des tropismes différents. Dans une étude menée
par I’équipe de Carmela Zincarelli(160), il a été mis en évidence que le profil de

distribution de chaque sous type est différent (figure 26)
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Fig. 26 : Tropisme des sous types d’AAV (160)

64



2) Evaluer si Pexpression du géne transféré serait transitoire ou stable dans son
application thérapeutique. Certains vecteurs vont s’intégrer au génome de 1’hote
tandis que d’autres non, c’est justement cette intégration qui va étre responsable de
I’effet transitoire ou stable de la thérapie, et selon I’effet thérapeutique souhaitable,

le choix du vecteur sera différent.

3) La taille du gene a transférer : les vecteurs viraux présentent des capacites

spécifiques et différentes d’un type a ’autre.

4) Le type de la molécule a délivrer : certaines méthodes de transfection seront plus

adaptées a I’ADN qu’a I’ARN par exemple.

5) La cytotoxicité des méthodes de transfert : certaines technologies peuvent avoir
des conséquences toxiques importantes, il faut notamment préciser qu’une méme

technologie peut présenter des profils de toxicité différents selon la cellule cible.

6) Enfin, le coldt qui est un facteur majeur a prendre en compte lors du choix du
vecteur. Généralement les méthodes virales présentent un codt de production éleve,

tandis que d’autres sont moins chers a produire.

Il ne s’agit pas d’une liste exhaustive, ni d’une liste hiérarchique, chaque technique a
ses avantages et ses inconvénients. Le choix de vecteur est primordial, et se base sur de

nombreux critéres permettant I’obtention de I’objectif thérapeutique voulu.

Aprés avoir revu les points les plus importants sur lesquels se fondent la biotechnologie
CRISPR-cas9, de la découverte de I’ADN jusqu’a les moyens d’utilisation de CRISPR, il
semble pertinent de faire ensuite un état des lieux actuel de cette biotechnologie.
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CHAMPS D’APPLICATION
DU SYSTEME CRISPR CAS9
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5. CHAMPS D’APPLICATION DU SYSTEME CRISPR CAS9 :

L'outil d'édition du génome CRISPR/Cas-9 a un grand nombre d'applications dans de
nombreux domaines, dont la médecine, I'agriculture et les biotechnologies. En agriculture, il
pourrait aider a I’immunisation de certaines espéces contre les virus pour améliorer leur
valeur nutritionnelle. En médecine, il est étudié pour les cancers, le VIH et la thérapie
génique, notamment pour la drépanocytose, la mucoviscidose et la dystrophie musculaire de
Duchenne.

5.1. En agriculture :

Au dela des applications thérapeutiques de la technologie CRISPR, c’est dans le
domaine de I'agronomie qu'elle risque de connaitre un développement colossal dans un futur
proche.

5.1.1. Cas du champignon qui ne brunissait pas :

Concernant l'usage de CRISPR dans le domaine agricole, 'USDA, acronyme de United
State Department of Agriculture a rendu le 13 Avril 2016 une décision trés médiatisée. Ayant
¢té encouragé a soumettre son dossier par des membres de ce département(161), Yinong Yang
un biologiste végétal de I'université de Pennsylvanie déposa un dossier aupres de l'institution
gouvernementale. Son cas : une édition par CRISPR visant a réduire le brunissement de
I'Agaricus bisporus, le champignon de Paris en ciblant la polyphénol oxydase (PPO). La
réponse du département de I'agriculture américain fut favorable « il ne considere pas I'édition
par CRISPR-Cas9 décrite ici comme devant étre régulée ». La base de cette décision
provenant du fait que pour cette modification génétique, aucun matériel étranger a la plante
n'a été inséré dans son génome, c'est un knock out par Cas9 et ses guides ARN qui a été
réalisé, la modification ne tombe donc pas dans les critéres impliquant la régulation. Cela
signifie que ces champignons pourront étre cultivés puis vendus aux Etats-Unis sans passer
par les longs et cotteux processus d'approbation requis par l'agence. Il est donc le premier
organisme « CRISPR » a recevoir le feu vert du gouvernement américain et crée un précédent
historiqgue. L'USDA avait auparavant estimé qu'elle pratiquait une sur- régulation des
OGMs(162) et suite a cette décision, nombreux sont ceux qui y voient le signe d'un
fléchissement de leurs exigences réglementaires(163).
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5.1.2. Prémunition des tomates contre les potyvirus

Les potyviridae sont la plus grande famille de virus @ ARN des plantes, qui représentent
environ 30 % des virus connus des plantes et causent des dommages considérables aux
plantes cultivées(164). Les genes du facteur d'initiation de la traduction eucaryote (elF), tels
que le facteur d'initiation de la traduction eucaryote 4E (elF4E), le facteur d'initiation de la
traduction eucaryote (Iso) 4E (elF(is0)4E) et le facteur d'initiation de la traduction eucaryote
4G (elF4G), sont nécessaires aux virus @ ARN pour maintenir leur cycle de vie. D’aprés une
étude réalisée par une équipe de scientifiques (Yoon et al. 2020) du College of Agriculture
and Life Sciences, Seoul, South Korea, on a constaté que les mutants de knock-out de
I'elF4E2 et de I'elF(is0)4E de la tomate étaient totalement sensibles aux potyvirus, ce qui
suggere un réle important de I'elF4E1 dans la résistance aux potyvirus chez les cultures
solanaceées et pour Vérifier si de nouvelles mutations spécifiques de la séquence elF4EL chez
Solanum lycopersicum (tomate) cv. Micro-Tom pouvaient conférer une résistance accrue aux
potyvirus. Cette approche a produit des mutations homozygotes héréditaires dans la
géneration E1 sans transgéne. L'analyse de la séquence de elF4EL des plantes transgéniques
EO exprimant les transcrits Cas9 et elF4E-sgRNA a identifié des délétions chimériques allant
de 11 a 43 pb. L'analyse du génotype des lignées éditées de elF4E1 dans les plantes de
tomates transgéniques EO, E1 et E2 a montré que les mutations étaient transmises aux
génerations suivantes. Lorsque les lignées mutantes homozygotes ont été testees pour leur
résistance aux potyvirus, elles n‘ont présenté aucune résistance au virus de l'attaque du tabac
(TEV). Cependant, plusieurs lignées mutantes n'ont montré aucune accumulation de particules
virales lors d'une infection par le virus de la marbrure du poivron (PepMoV). Ces résultats
indiquent que la mutation spécifique du site de I'elF4E1 de la tomate a réussi a conférer une
résistance accrue au PepMoV. Ainsi, cette étude déemontre la faisabilité de l'utilisation de
I'approche CRISPR/Cas9 pour accélérer la sélection en vue de I'amélioration des
caractéristiques des plants de tomate.(165)

5.2. En infectiologie :

5.2.1. Cas du VIH

CRISPR/Cas9 peut étre congu pour moduler avec succes un ensemble d'éléments
génétiques pathogenes. Nous examinons les divers réles que CRISPR/Cas9 peut jouer pour
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cibler le VIH et éradiquer l'infection. La nucléase Cas9, couplée a un ou plusieurs petits ARN
guides, peut cibler le provirus pour exciser le génome viral intégré. De plus, une Cas9
modifiée, déficiente en nucléase, fusionnée a des domaines d'activation de la transcription,
peut induire une activation ciblée de I'expression du gene proviral, permettant ainsi de purger
les réservoirs latents. Ces technologies peuvent également étre exploitées pour cibler les
facteurs de dépendance de I'h6te tels que le co-récepteur CCR5, empéchant ainsi I'entrée du

virus dans les cellules.

1
Attachment

N Tetherin
inhibitors| X’ 12
& KR S)

Env _— ~._ ], ;3
> Accessory viral =
OB ., proteins. youe Vi Q:/ 11
< > Puo o
< P Rev ° Buddmg
Vo
r \ g
3 //\S Tat E)." Assembly ALIX,
RS iy Transla(non ;:> ESCRT-I,
“ L\( RT-II
- /\/AAA

PIC 3 : SNSAAA Ej’ol
9

Release

&, Nuclear :
APOBEC ! s
2 SAMHDI3G e Import '. Translation T \\
f . NNRT AT AAA
L NS AAA \\
> ‘4 INSTIs ol \
\‘.
o u"“b‘ XA _(- ASAAA NS AAA \
y QL) NS AAA \
f 4 o 8 4 Integration \
| Wig A Reverse LEDGF \
‘,‘ ecdie transcription NSNS NSNS AAA \
| 7 Transcription

|

I < 3 RNA Pol Il H

| DIVIUGY TRINI MIRINTN, p_EFp

| 5'UR 3'UR |
Nucleus

Fig. 27 : Cycle viral de HIV-1 divisé en étapes (166)

1 L'infection débute lorsque I'un des pics formés par la glycoprotéine d'enveloppe (Env) se lie au récepteur cellulaire
CD4 et au récepteur trans-membranaire CCR5 (CC-Chemokine receptor 5). 2 Cela entraine la fusion des membranes
cellulaires et virales et I'entrée de la particule virale dans la cellule. 3&4 La perte partielle de I'enveloppe facilite la
reverse transcription qui va produire le PIC ou pre- integration complex. 5&6 Apreés transport dans le noyau les
intégrases associées au PIC orchestrent la formation du provirus intégré au génome, aidé par les protéines de liaison a
la chromatine de I'héte et le LEDGF (lens epithelium derived growth factor).7 La transcription du provirus réalisée
par I'ARN polymérase 11 de I'héte (ARN Pol I1) et le facteur d*élongation positif b (P-TEFb); produit des ARNm
viraux de tailles différentes. 8 Les plus longs quittent le noyau par le transporteur CRM1. 9&10 Les ARNm serviront
de matrice a la production protéique et de longs ARN seront incorporés dans les particules virales avec des composés
protéiques. 11&12 Le bourgeonnement de la particule virale et sa libération hors de la cellule est contrélé par les
complexes ESCRT (pour endosomal sorting complex required for transport) et ALIX et s'accompagne (13) d'une
maturation par les protéases afin de créer une particule virale infectieuse. LTR : longues répétitions terminales.
INSTI : integrase strand transfer inhibitor, NNRTI non nucleoside reverse transcriptase inhibitor, NRTI nucleoside
reverse transcriptase inhibitor. Les sites d'action des inhibiteurs cliniques sont indiqués en blanc sur la Fig.22 ceux

des facteurs de restriction cellulaires sont en bleu.
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La premiere tentative d'application du systtme CRISPR/Cas9 a l'éradication du
VIH/sida a été menée au Japon en 2013. Ebina et al. (167) ont essayé d'éliminer le provirus du

VIH des cellules T en ciblant la région LTR du provirus du VIH.

Pour la prévention du VIH, de nombreux chercheurs se concentrent sur I'application de
la technique CRISPR/Cas9 a la suppression ou a la perturbation de I'expression des récepteurs
du VIH sur les cellules humaines. Etant donné que le CD4 est le récepteur primaire essentiel
des cellules T humaines et qu'il est indispensable aux fonctions cellulaires normales, les
récepteurs secondaires du VIH que sont le CXCR4 et le CCR5 sont souvent candidats a la
suppression et a la perturbation par la technique CRISPR/Cas9. L'ingénierie du génome des
cellules T est trés prometteuse pour les thérapies cellulaires d'éradication du VIH en raison du
développement rapide de I'édition de génes. Hou et al. (168) ont efficacement perturbé le géne
CXCR4 avec la technologie CRISPR/Cas9 dans des cellules T CD4+ primaires humaines.
Dix sites au sein du gene CXCR4 ont été ciblés et I'expression de CXCR4 a diminué
d'environ 30 %, comme le confirme le western blot. Les cellules T modifiées ont montré une
résistance a l'infection par le VIH et la production de p24 a diminué de plus de 60 %. Plus
important encore, cette technologie a indiqué une spécificité élevée et aucun effet hors cible,
tandis que la division et la propagation cellulaires sont restées normales. (168) Schumann et
al.(169) ont utilisé des ribonucléoprotéines Cas9/sgRNA (Cas9 RNP) pour supprimer
I'expression du géne CXCR4 dans les cellules T humaines, et environ 40 % des cellules ont
perdu I'expression de surface de CXCR4. Associés a un modele de réparation, les RNP de
Cas9 ont produit une modification du génome souhaitée dans les cellules T primaires
humaines. Le séquencage profond a confirmé que les RNP de Cas9 ont obtenu une efficacité

d'environ 20 % des modifications du génome knockin.(169)

En raison du succes du cas du patient de Berlin, Ye et al.(170) ont essayé de produire
des cellules souches pluripotentes induites par CCR5A32 (iPSC) en utilisant le systeme
CRISPR/Cas9. Une efficacité proche de 100 % a été obtenue pour la recombinaison

homologue d'un seul allele et jusqu'a 33 % pour les alleles doubles.
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Fig. 28 : Timothy Brown en 2011(171)

Comme attendu, les monocytes et les macrophages dérivés de ces iPSC modifiees se
sont révelés resistants a l'infection par le VIH. Wang et al. (172) ont appliqué la technologie
CRISPR/Cas9 pour bloquer I'expression de CCR5 dans les cellules CD4+ humaines. Des
vecteurs lentiviraux ont été utilises pour cibler trois sites du gene CCR5. Le taux de
perturbation du CCR5 était élevé, et ces cellules étaient résistantes au VIH a tropisme R5 avec
un effet hors cible négligeable. Cependant, les tentatives de perturbation du géne CCR5 dans
les cellules T primaires humaines avec la méme approche ont échoué pour des raisons

inconnues.

Outre la suppression ou la perturbation des récepteurs du VIH sur les cellules humaines,
de nombreux scientifiques ont appliqué la technique CRISPR/Cas9 pour supprimer ou
perturber le provirus du VIH dans les cellules humaines infectées de maniére latente. Les
études de cohorte CARES (CNS AIDS Research and Eradication Study) de Drexel

Medicine(173) ont démontré ce qui suit :

(1) les séquences LTR provirales dans les cellules mononucléaires du sang

périphérique (PBMC) ont diminué chaque année avec le traitement antirétroviral ;

(2) les séquences LTR du VIH ont continué a subir des modifications génétiques
pendant au moins 6 ans, méme avec un traitement antirétroviral suppressif

efficace ;

(3) l'analyse de sequencage de nouvelle génération (NGS) a révélé qu'un régime de
sgRNA pouvait étre congu pour cibler toutes les quasi-especes connues du VIH

chez 50 % des patients analyses ; et
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(4) le traitement HAART pourrait réduire I'échelle de sgRNA nécessaire pour

éradiquer le provirus.

Pour la premiere fois, cette étude a démontré la faisabilité de I'élimination du provirus
du VIH avec la technologie CRISPR/Cas9 chez un seul patient.(173)

gRNA: =semes Cas9: b
provirus:  E— Host DNA:
disrupted provirus: s
Elimination of
provirus
C

Disruption of

cytoplasm provirus

HIV reservoir cell

HIV reservoir cell after gene repair

Fig. 29 : Application de la technologie CRISPR/Cas9 pour éradiquer les cellules réservoirs du VIH. La principale
application de la technologie CRISPR/Cas9 pour éradiquer les cellules réservoirs du VIH (a) est d'éliminer (b) ou de
perturber le provirus du VIH (c) du génome des cellules réservoirs hotes. En détail, plusieurs sgRNA, qui ciblent deux
ou plusieurs sites du provirus du VIH, sont appliqués aux cellules réservoirs du VIH avec Cas9. Cette action entraine
des coupures multiples au niveau des sites multiples du provirus du VIH, ainsi le provirus est retiré de I'ADN de la
cellule hote (b) ou le provirus est perturbé (c). L'ADN des cellules hotes réservoirs du VIH est ensuite réparé par
jonction terminale non homologue de I'ADN ou par réparation dirigée par homologie lorsque le modéle de réparation
homologue est disponible (non montré).(173)

Conclusion :

Pour l'avenir de I'application de la technique CRISPR/Cas9 a I'éradication des réservoirs
de VIH, l'accent sera mis sur la sécurité, I'efficacité et la spécificité. Les efforts de recherche
utilisant la technique CRISPR/Cas9 se concentreront désormais sur les modeles de primates et

sur les essais cliniques de phase 1. Du point de vue de cette these, la techniqgue CRISPR/Cas9
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est tres prometteuse pour I'éradication du VIH/SIDA. La FDA ayant déja approuvé
l'utilisation de la technique CRISPR/Cas9 dans plusieurs essais cliniques, le systéeme
CRISPR/Cas9 ne devrait pas tarder a étre appliqué a la thérapeutique clinique et a la
prévention du VIH/SIDA.

5.3. Cancérologie :

Parmi les indications de la thérapie génique, la cancérologie est celle qui a le plus été
traduite en études clinique. Bien qu'apportant des résultats mitigés elle a servi de tremplin
clinique a la majorité des approches thérapeutiques. C'est donc logiquement que la technique
CRISPR-Cas9 réalisa ses débuts cliniques en cancérologie. Ce fort pourcentage (figure 25)
d'études cliniques s'explique par le fait que la thérapie génique appliquée au cancer est moins
sujette aux limitations techniques qui peuvent s'appliquer aux maladies monogéniques par

exemple.

Indications Addressed by Gene
Therapy Clinical Trials

o, 0, (v)
2.2%1.9%1.8%1.7%1.3%0.5% mCancer Diseases (66.6%)

= Monogenetic Diseases (11.5%)
sInfectious Diseases (6.3%)
= Cardiovascular Diseases (6.2%)
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Fig. 30 : Répartition des indications en thérapie génique(174)

73



5.3.1. Immunothérapie antitumorale et CRISPR-Cas9

Une compétition biomédicale a lieu, certains nomment Sputnik 2.0 cette course a
I'application clinique de CRISPR-Cas9(175). D'un coté l'université de Pennsylvanie avec le
soutien financier du Parker Institute for Cancer Immunotherapy (la fondation créé par Sean
Parker, milliardaire fondateur de Napster et pionnier de Facebook). De l'autre des institutions
chinoises qui ont déja la primeur des premiers essais chez le singe et I'embryon(175,176). Les
deux équipes prévoient une approche similaire, prélever puis éditer le génome de
lymphocytes T des patients pour y éteindre le géne PD-1 avant de les réintroduire dans la
circulation sanguine. La voie anti-PD-1 (ou inhibiteurs de points de contrdle, qui agissent au
niveau de la jonction entre la cellule immunitaire (lymphocyte T) et les protéines a la surface
des cellules cancéreuses) est une voie validée depuis peu qui connait un essor considérable

avec l'accés au marché d'anticorps anti-PD-1 nivolumab et pembrolizumab(177,178).

PD-1 ou programmed cell death 1 est une protéine de surface cellulaire exprimée par
les lymphocytes T, l'un de ses ligands PDL-1 exprimés par les cellules saines est un des
checkpoints qui permet d'empécher l'activité des LT et NK, permettant une régulation de
I'immunité et une tolérance au soi(179). C'est cette propriété qui est détournée par des cellules
tumorales qui expriment PDL-1 et échappent alors a lI'immunosurveillance. La création de
lymphocytes T dont le géne codant PD-1 est inactivé par la cas9 guidée par SQARN permet
d'obtenir une réponse immunitaire boostée, dirigée contre la tumeur(180). S'agissant d'une
manipulation ex-vivo, le criblage et la sélection des LT avant injection est possible et permet
de s'affranchir des préoccupations d'effets hors cible de la cas9. Par contre les risques d'auto-

immunité inhérente a la technique persistent.

Des deux équipes en lice apres approbation de leurs projets d'essais cliniques par leurs
comités respectifs (175) c'est celle du West China Hospital, hopital universitaire de la Sichuan
University a Chengdu qui fut la premiére a avoir le feu vert pour débuter leur étude dirigée par
le Professeur You Lu. Le 28 octobre 2016 fut débuté l'essai NCT02793856 examinant
I'efficacité et la sécurité d'une injection de lymphocyte T modifiés chez des patients atteints de
cancer du poumon métastatique non a petites cellules (non-small cell lung cancer) réfractaires

aux traitements traditionnels. Cet essai de phase | a recruté 10 patients qui recevront entre 2 et
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4 injections successives puis seront suivies pendant 6 mois, les premiers résultats ont été

publiés le 21 Décembre 2020 et les derniers le 12 Janvier 2021.
Dans cette étude :

« Tous les effets indésirables dus au traitement par cellules T éditées par PD-1 subis
par les sujets inscrits étaient de grade Y%, ce qui suggére que le traitement de I'étude
a éte bien toléré.

« La médiane de la survie sans progression et de la survie globale était de 7,7

semaines (intervalle de confiance [IC] a 95 % = 6,9-8,5 semaines) et de 42,6

semaines (IC a 95 % = 10,3-74,9 semaines), respectivement.

« La fréquence médiane des événements de mutation hors cible était de 0,05 %, avec
une fourchette de 0 a 0,25 %.

« Cette étude a démontré pour la premiére fois que l'application clinique de la
thérapie par cellules T éditées par CRISPR-Cas9 PD-1 est sire et réalisable.

Dans I'ensemble, la sécurité et la faisabilité de la thérapie par cellules T éditées par
CRISPR-Cas9 PD-1 ont éte démontrées dans une cohorte de patients atteints de CBNPC
avancé. Cependant, compte tenu des limites de cette étude, des technologies d'édition de

geénes plus efficaces devraient étre adoptées dans les études futures.(181)
Conclusion :

Mais comme nous I'avons vu dans I’exemple précédent, I'édition génomique pourrait
permettre de révolutionner l'immunothérapie antitumorale en améliorant l'efficacité des
traitements ou en leur permettant de s'affranchir des inconvénients de leur production. Cette
approche pourrait alors devenir une alternative complémentaire aux autres stratégies

thérapeutiques.
5.4. Cécité :

CRISPR est un excellent candidat pour traiter la cécité génétique. Pour de nombreuses
formes de cécité héréditaires, les mutations spécifiques a l'origine de la maladie sont connues,

ce qui permet de modifier facilement a I’aide de CRISPR-Cas9 ces genes.
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De plus, I'ceil est une partie immunoprotégée du corps, ce qui signifie que l'activité du
systeme immunitaire y est limitée. Cela devient un avantage compte tenu des préoccupations
qui ont récemment été soulevées concernant la possibilité que CRISPR puisse induire des
réactions immunitaires a son encontre, ce qui bloquerait son activité et entrainerait des effets

secondaires.

Editas Medicine travaille sur un traitement CRISPR de l'amaurose congénitale de
Leber, la cause la plus courante de cécité infantile héréditaire, pour laquelle il n'existe aucun
traitement(182). La société vise a cibler la mutation la plus commune derriére la maladie, en
utilisant CRISPR pour restaurer le fonctionnement des cellules photoréceptrices avant que les

enfants ne perdent complétement la vue.

En utilisant CRISPR, Editas vise a restaurer la fonction de ces cellules en modifiant le
géne muté, connu sous le nom de CEP290. (Parfois appelée amaurose congénitale de Leber de

type 10, la maladie est également appelée dégénérescence rétinienne liée a CEP290).

Les résultats initiaux, publiés le 21 Septembre 2021, des six premiers participants a
I'étude référencée NCT03872479(183) indiquent que le traitement, qui a été administré par
une injection sous-rétinienne dans un ceil, était largement str. Aucun effet secondaire ou
toxicité grave, comme une perte de perception de la lumiére ou une inflammation persistante,
n'a été signalé, a déclaré Editas. Certains patients ont présenté une légére inflammation liée au

traitement qui a été contrdlée par des stéroides. Quatre ont ressenti des douleurs oculaires.

Selon Mark Pennesi, chef de la division de la génétique ophtalmique au Casey Eye
Institute de I'Oregon Health & Science University et investigateur de I'étude, une légere

inflammation et une douleur sont souvent associées a l'injection et a la chirurgie connexe.

Les données sur l'efficacité sont toutefois plus mitigées. Editas a mis en place son étude
pour tester trois doses différentes de sa thérapie, connue sous le nom d'EDIT-101. La dose la
plus faible - administrée aux deux premiers patients recrutés - était principalement destinée a
évaluer la sécurité et les risques potentiels, a déclaré Lisa Michaels, médecin-chef de la

Société.
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Selon une présentation de la société, le traitement a entrainé des "changements
indéterminés" et des "résultats variables" pour ces patients, respectivement sur deux mesures
de la fonction visuelle et sur un test de type labyrinthe utilisé par Editas pour évaluer la vue

fonctionnelle.

Les résultats de la dose intermédiaire étaient plus prometteurs, notamment pour le
premier patient recruté dans ce groupe, une femme de 54 ans présentant une perte de vision
sévere. Les premiers changements sur les trois mesures se sont maintenus a siX mois, a
déclaré Editas, montrant des améliorations de l'acuité visuelle, de la sensibilité rétinienne et

de sa capacité a naviguer dans le labyrinthe a des niveaux de lumiére plus faibles.

"Je peux voir les lignes plus clairement maintenant. J'ai été capable de trouver des
choses sur le sol avec mes yeux parfois”, a cité Editas en citant les propos de la patiente dans
sa présentation des données. "Ce n'est pas tout le temps, mais j'ai été capable de remarquer

des objets sur le sol plus qu'avant le traitement”.

Pennesi, l'investigateur de l'essai, a déclaré que l'acuité visuelle de la patiente était

toujours inférieure au niveau de cécité légale, mais a noté que "c'est une grande amélioration.”

Les deux patients suivants, qui ont recu une dose moyenne d'EDIT-101, n'ont cependant
pas connu un effet aussi prononcé. Le second a vu sa sensibilité rétinienne s'améliorer mais
n'a pas connu de changement significatif de son acuité visuelle. Les résultats au cours des
trois premiers mois pour le troisieme patient étaient "indéterminés”, a déclaré Editas dans sa

présentation.

Le suivi a été moindre pour ces deux-1a, a cing et trois mois respectivement. Les Drs

Pierce et Pennesi ont tous deux suggéré que les bénéfices pourraient s'accroitre avec le temps.

"Nous savons avec ces thérapies que méme lorsque vous améliorez physiologiquement

la rétine, il faut parfois du temps pour que le cerveau utilise cette vision", a déclaré Pennesi.

Un quatriéme patient a également été traité dans le groupe a dose moyenne mais n‘avait
pas été suivi pendant au moins trois mois au moment de la cléture des données. Le
recrutement est en cours pour le groupe a forte dose, ainsi que pour une cohorte
pédiatrique.(184)
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Aucun traitement n'est disponible pour la dégénérescence rétinienne liée au CEP290.
Mais une autre société, ProQR Therapeutics, développe un autre type de médicament
géneétique pour la traiter et a obtenu des résultats préliminaires encourageants(185). Les
données d'une étude de stade avancé sont attendues au cours du premier semestre de I'année

prochaine.
Conclusion :

Bien que cet essai clinique de CRISPR-Cas9 sur des humains ne soit pas le premier en
son genre, il représentera un pas de plus dans le domaine de la thérapie génique pour
combattre les maladies héréditaires, bien que de nombreuses questions eéconomiques et

éthiques resteront toujours d’actualité.
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LES ASPECTS ECONOMIQUES
DE LA THERAPIE GENIQUE
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6. LES ASPECTS ECONOMIQUES DE LA THERAPIE GENIQUE :

L'idée de réécrire I'ADN d'une personne n’est plus de ’ordre du réve et devient
clairement une réalité clinique pour plusieurs milliers de patients. Dans cette partie on va
pouvoir explorer I’économie et le marché actuel de la thérapie génique, nous évaluerons la
maturité du marché en faisant une mise au point sur les produits commercialisés et sur les
laboratoires développant ces technologies. Enfin nous allons étudier les différents challenges

et limites liés a la production qui font que le colt de ces produits soit extrémement éleve.
6.1. Produits commercialises :

Avant de débuter 1’état des lieux du marché¢ de la thérapie génique, on étudiera quelques
produits disponibles actuellement sur le marché mondial. Nous allons nous intéresser plus

précisément aux produits de thérapie génique par transfert de géne in vivo.
6.1.1.Neovasculgen®

Le Neovasculgen® DCI : Cambiogenplasmid est un produit de thérapie génique in vivo
commercialisé uniqguement en Russie. Indiqué dans le traitement de la maladie artérielle
périphérique connue autrement sous le nom de Peripheral Arterial Disease durant laquelle le

flux sanguin vers les membres est réduit a cause du rétrécissement des artéres.(186)

Il délivre le gene codant pour le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF).
Neovasculogen est un plasmide codant pour le promoteur CMV et la forme de 165 acides
aminés du VEGF. Il a été mis au point par I'Institut des cellules souches hu maines (HSCI) en

Russie et approuve en 2011(187).
6.1.2. Imlygic®

Imlygic ou Talimogene laherparepvec est un virus Herpes simplex de type 1 atténué
(HSV-1) produit par délétion fonctionnelle de deux génes (ICP34.5 et ICP47) et insertion de
la séquence codant le facteur humain stimulant des colonies de granulocytes et de
macrophages (GM-CSF). Le talimogene laherparepvec est produit dans des cellules Vero par

la technique de I’ADN recombinant.
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Il est indiqué en oncologie dans le traitement du meélanome en se répliquant

sélectivement dans les cellules tumorales, induisant ainsi une lyse de celles-ci.(188)
6.1.3. Gendicine®

Gendicine (adénovirus p53 humain recombinant), développé par Shenzhen SiBiono
GeneTech Co. Ltd, a été approuvé en 2003 par la China Food and Drug Administration
(CFDA) en tant que premier produit de thérapie génique de sa catégorie pour le traitement du
cancer de la téte et du cou, et est entré sur le marché commercial en 2004. Gendicine est une
thérapie biologique qui est administrée par injection intratumorale peu invasive, ainsi que par
perfusion intracavitaire ou intravasculaire. La protéine p53 de type sauvage (wt) exprimée par
les cellules transduites par la Gendicine est un suppresseur de tumeur qui est activé par le
stress cellulaire, et médié par l'arrét du cycle cellulaire et la réparation de I'ADN, ou induit

I'apoptose, la sénescence, et/ou l'autophagie, selon les conditions de stress cellulaire(189).
6.1.4. Luxturna®

Luxturna ou Voretigene neparvovec est un traitement par thérapie genique pour une
forme de dystrophie rétinienne héréditaire, commercialisé par Novartis, est autorisé en France
depuis le mois d’avril 2019. Le Luxturna est un traitement pour les adultes et les enfants
présentant une perte visuelle due a une dystrophie rétinienne héréditaire résultant de
mutations bi-alléliques confirmées du géne RPE65. Premier traitement lancé sur le marché en
France et en Europe pour cette maladie orpheline rétinienne, la protéine RPE65 permet la

régenération du pigment visuel en convertissant le rétinal-trans en 11-cis-rétinal.

Il s'agit d'une thérapie génique développée par la société Spark Therapeutics. Sa mise a

disposition en Europe est assurée par le laboratoire NOVARTIS(190).
6.1.5. Oncorine®

Le premier produit a base de virus oncolytique commercialisé dans le monde, Oncorine
(H101), développé par Shanghai Sunway Biotech Co., Ltd depuis 1999, a été approuvé par la
SFDA chinoise en novembre 2005 pour le carcinome nasopharyngé en combinaison avec la
chimiothérapie apres I'essai clinique de phase Ill, et a finalement obtenu le certificat GMP en

aolt 2006. Les modifications génétiques de I’adénovirus font qu’il se réplique sélectivement
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dans les cellules cancéreuses sans pouvoir se répliquer dans les cellules saines ; cette
cytotoxicité sélective des adénovirus pour les cellules cancéreuses conduit a une lyse
cellulaire(191).

6.1.6. Glybera®

Du fait de son rapport bénéfice-risque peu favorable, ce produit n’est plus
commercialis¢ en Europe et son AMM n’a pas été renouvelé apres son expiration le 25
Octobre 2017. Glybera ou Alipogene tiparvovec était indiqué dans le traitement du déficit
familial en lipoprotéine lipase (LPLD). C’est un AAV vecteur du geéne de I’enzyme
lipoprotéine lipase LPL, nécessaire pour éliminer les grosses particules graisseuses qui,

lorsqu’elles s’accumulent dans le sang, peuvent obstruer les vaisseaux sanguins(192).
6.1.7. Zolgensma®

Il a été approuvé le 24 mai 2019 aux FEtats-Unis par la FDA. Zolgensma®
(Onasemnogene abeparvovec) est une thérapie génique basée sur un vecteur viral adeno-

associé (AAV) transportant le gene SMN1.

Zolgensma® est indiqué dans le traitement de 1’amyotrophie musculaire spinale (SMA)
chez les enfants de moins de 2 ans atteints de mutations bi-alléliques du géne SMN1
entrainant une expression insuffisante de la protéine SMN. Il s'agit d’une maladie rare,
d'origine génétique, qui touche les cellules nerveuses qui commandent les muscles, appelées
les motoneurones. Le produit agit comme activateur de la protéine du SMN. Le traitement va
codter 2,125 millions de dollars et le médicament est administré en une seule perfusion sur

une heure. Cela fait de ce médicament le plus colteux jamais commercialiseé.

Le produit a été développé par la société AveXis qui a été rachetée par Novartis pour

8,7 milliards de dollars et qui est donc actuellement une filiale du géant suisse(193).
6.1.8. Lumevoq®

Le produit est un vecteur de type AAV codant pour la protéine ND4 humaine sauvage et
il est indiqué pour le traitement de la perte de vision due a une Neuropathie Optique

Héréditaire de Leber (NOHL) causée par une mutation G11778A confirmée dans le géne
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mitochondrial ND4. Sa demande d'Autorisation de Mise sur le Marché est actuellement en
cours d'examen par I'Agence Européenne des Médicaments, avec une décision attendue au

premier semestre 2022(194).

6.2. Le marche des produits de therapie cellulaire et génique

Autorisations, abandons et colts :

6.2.1. Autorisations :

Les systemes de soins de santé du monde entier en sont aux premiers stades de
I'application de la thérapie cellulaire et génique dans la pratique clinique. Le premier produit
de thérapie cellulaire a été autorisé en Corée du Sud en 2001 et la premiére thérapie génique
en Chine 2003. A la fin de 2018, 48 nouveaux produits de thérapie cellulaire et de thérapie

génique étaient autorisés dans le monde, la plupart dans les économies développées.

La Corée du Sud a ouvert la voie en matiere de développement et de commercialisation
de nouvelles thérapies cellulaires et d'ingénierie tissulaire, avec 21 nouveaux produits a la clé.
Cependant, seule une petite fraction de ces produits coréens a été commercialisée dans
d'autres pays, alors qu'aucun des produits chinois n'a été commercialisé dans d'autres pays. La
Corée du Sud a été le premier pays a avoir autorisé des produits d'ingénierie tissulaire. La
premiére autorisation d'une thérapie cellulaire et d'une thérapie genique dans les économies
développées a eu lieu en Europe en 2009 et 2012, respectivement. A la fin de la période
d'analyse, I'UE était le leader, et les Etats-Unis le deuxiéme, en nombre de produits de
thérapie génique et d'autorisations. Le succes de I'UE dans le domaine de la thérapie génique
s'explique par le fait que 'UE compte 28 pays membres, dont des pays dotés d'une industrie

pharmaceutique innovante trés développée comme la France, I'Allemagne et le Royaume-Uni.

Il existe des différences importantes dans la réglementation de la thérapie cellulaire et
génique au sein des organismes de réglementation du monde entier. Des études antérieures
ont montré que les différences dans la réglementation des médicaments avaient entrainé des
différences dans les caractéristiques des médicaments approuves par les différents organismes
de réglementation(195). Une étude publiée en 2019(196) a révélé des différences dans la

classification des thérapies, la désignation de médicament orphelin, les procédures d'examen
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et les indications d'utilisation qui pourraient entrainer des différences dans la pratique clinique
dans difféerents pays. Les différences dans la définition, la portée et la réglementation des
produits de thérapie cellulaire et génique pourraient étre atténuées en ameéliorant les efforts

d'harmonisation de la réglementation internationale.

A T’heure actuelle, les produits de la thérapie génique sont peu présents sur le marché et
ceux qui le sont, le sont depuis peu. Cela explique que le marché de la thérapie génique est
actuellement relativement faible. En revanche nous observons une réelle accélération du
nombre de produits commercialisés depuis 5 ans. Cette derniére devrait connaitre une
croissance explosive dans les années a venir. Selon une étude menée par la multinationale
britannique de consulting Deloitte, le marché de la thérapie génique in vivo devrait croitre et

les ventes cumulées devraient atteindre 4 milliards de dollars en 2024(197).

Le nombre relativement important d'autorisations pour la thérapie génique est lié a la
nécessité d'étendre les marchés nationaux avec un petit nombre de patients et au colt éleve

associé au développement clinique de la thérapie génique.

Global Cancer Gene Therapy Market 2021-2025

Health Care Industry:
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Fig. 31 : Estimation de la croissance du marché de la thérapie génique en cancérologie 2021-2025 : une croissance
estimée a 20% (198)
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6.2.2. Abandons :

Les abandons du marché des produits de thérapie cellulaire et génique sont liés a des
raisons commerciales. Les thérapies cellulaires et géniques ont un prix tres élevé (199,200),
ce qui rend difficile la prise en charge de ces produits par les systemes de santé publics et
privés(201,202). Alipogene tiparvovec, ou comme vu précédemment GLYBERA®, a été
retiré du marché en 2017 aprés que les agences d'évaluation des technologies de la santé
d'Allemagne et de France ont rejeté la prise en charge par l'assurance maladie publique de
cette thérapie indiquée pour le déficit en lipoprotéine lipase, une maladie ultra rare en
Europe(203,204). Et le produit n'a été évalué pour une prise en charge par l'assurance maladie
publique dans aucun autre pays européen. Les systemes de soins de santé ne sont pas préts
pour le remboursement de traitements trés colteux qui pourraient étre nécessaires pour des

millions de patients dans un avenir immédiat.

Les thérapies cellulaires et les thérapies géniques ont suscité une grande attention de la
part des scientifiques et du public, mais elles passent relativement lentement du stade de la
recherche a celui de l'autorisation de la pratique clinique. Cela a conduit a I'augmentation du
nombre de cliniques offrant des traitements non autorisés a des patients gravement malades
cherchant un acces immédiat a des interventions susceptibles de leur sauver la vie et a des
interventions cosmétiques a haut risque pouvant causer des dommages irréparables aux
patients(205,206)

6.2.3. Colts :

Les thérapies cellulaires et géniques ont des prix parmi les plus élevés des thérapies
dans le systeme de santé. Avec des codts allant de 65 000 dollars & plus d'un million de
dollars (alipogene tiparvovec). Cela reflete l'investissement initial dans une nouvelle
technologie et le nombre tres réduit de patients pour les premiéres thérapies. Les colts des
traitements individuels devraient diminuer au fur et & mesure que d'autres thérapies arrivent
sur le marché et que des maladies plus courantes sont ciblées(207), bien que I'impact
budgétaire potentiel d'un traitement de thérapie génique pour des maladies trés répandues
puisse étre considérable. L'impact budgétaire des médicaments de thérapie innovante pour
I'insuffisance cardiaque a été estimé a 348 milliards d'euros(208) et celui de la maladie
d'Alzheimer a 72 milliards de livres sterling(209).
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La combinaison de prix €levés et de données limitées sur la sécurité et I'efficacité des
thérapies cellulaires et géniques constitue un obstacle important au remboursement par les
payeurs publics et privés. Quatre thérapies cellulaires et géniques ont été retirées du marché

européen apres un refus de remboursement par les payeurs de soins de santé publics.

Ce travail a révélé une grande variabilité des prix dans le monde, les Etats-Unis
affichant des prix plus élevés que le reste des pays. Le rapport colt-efficacité des thérapies
cellulaires et géniques est difficile a appréhender, ce qui rend difficile de décider du
remboursement approprié de ces thérapies. La plupart des thérapies cellulaires et géniques ont
été approuvées a l'aide de systemes d'autorisation conditionnelle qui permettent de
commercialiser des traitements dont la sécurité et I'efficacité sont limitées et qui peuvent

nécessiter des années pour démontrer leur sécurité et leur efficacité totales(210,211).

De plus, la plupart des thérapies géniques sont des médicaments orphelins pour des
maladies rares et les médicaments orphelins sont genéralement remboursés a des prix plus
élevés que les médicaments pour des conditions plus communes(212). L'expansion de
I'utilisation des thérapies cellulaires et géniques nécessitera une décision difficile quant aux
traitements a couvrir, en particulier lorsque l'autorisation prévue des thérapies cellulaires et

géniques pour les maladies chroniques communes qui ont une grande population de patients.
6.2.4. Conclusion :

Un nombre important de nouvelles thérapies cellulaires, tissulaires et géniques ont été
approuvées au cours de la derniere décennie. La plupart des produits étaient autorises sous
conditions et ciblaient des cancers rares, des maladies génétiques et d'autres maladies
débilitantes. Cependant, il existe également des produits approuvés pour des raisons
esthétiques. La Corée du Sud et la Chine sont en téte des premieres autorisations de thérapies
cellulaires et géniques, respectivement, dans le monde. Les autorisations dans I'UE et aux
Etats-Unis ont eu lieu principalement aprés 2010, et & la fin de 2018, ils deviennent les leaders
de la thérapie génique et cellulaire. Les thérapies cellulaires, tissulaires et géniques font partie
des thérapies les plus colteuses. Les systemes de soins de santé ne sont pas préts a assumer le
colt du développement de ces thérapies pour une myriade de maladies rares et de maladies

plus courantes de proportions épidémiques.
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6.3. Laboratoires développant les thérapies géniques :

En effet, le marché de la thérapie génique est un marché naissant, toujours en voie de
croissance, c’est ce qui explique I’absence de Big Pharma dans le développement de ce type
de produits ; elles ne possedent pas d’outils ou de compétences en interne. Comme on a
conclu depuis les parties précédentes de notre travail, la thérapie génique provient de travaux
de recherche intenses et d’innovations, qui plus tard ont donné naissance a des Start-ups

Biotech devenus leaders dans la production des thérapies géniques.

Parmi les organisations qui développent des produits biotechnologiques, seulement
4,5% sont des grandes sociétés pharmaceutiques (définies comme de grandes sociétés
pharmaceutiques comptant 50 000 employés ou plus) (213) (figure 32). Cette représentation
relativement faible met en évidence I'entrée tardive de nombreuses grandes sociétés
pharmaceutiques dans le domaine des technologies génériques, aggravee par une réticence a
rendre publics les programmes internes avant le début des études cliniques. Au lieu de cela,
les sociétés de biotechnologie ont tendance a s'associer directement avec les grandes
entreprises pharmaceutiques, ce qui pourrait également témoigner de I'approche plus prudente
adoptée par les grandes entreprises pharmaceutiques a I'égard des technologies génériques. La
récente vague d'acquisitions de sociétés de biotechnologie de thérapie génique suggére un

changement de stratégie de la part de certaines grandes sociétés pharmaceutiques.

L'industrie parraine environ 77% des essais cliniques(213). La prévalence des essais
cliniques industriels reflete peut-étre les difficultés rencontrées par les chercheurs qui font
passer des thérapie géniques expérimentales a la clinique, un passage notoirement surnommé
la vallée de la mort aux Etats-Unis(214), un terme qui pourrait étre appliqué dans le monde
entier. En effet, le passage de la validation préclinique aux études cliniques nécessite un
financement important pour couvrir les dépenses, telles que les études toxicologiques
formelles sur les animaux, la fabrication de matériel de qualité clinique et de réactifs
conformes aux bonnes pratiques de fabrication (BPF), la préparation des documents
réglementaires et les colts sur les sites des essais cliniques(215). Bien que les agences
gouvernementales tentent de répondre a la demande de I’essai clinique(216), la réalité est que

la plupart des groupes universitaires sont ralentis par un manque de financement avant de
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tenter I’essai clinique en question. Pour autant que les groupes universitaires aient obtenu des
droits de propriété intellectuelle (PI) pour permettre la commercialisation de leurs
découvertes, une option leur permettant d'obtenir un financement clinique est de se tourner
vers le financement par capital-risque en créant des sociétés de biotechnologie avant de passer
a la FTIH (First Time In Human)(217). C'est ce qui s'est passé au moins aux Etats-Unis et
plus récemment dans d'autres pays, comme la Chine(218). Ces investissements indispensables
permettent de lancer efficacement le développement clinique.
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Fig. 32 : L'analyse du marché des principaux acteurs du pipeline de thérapie génique en phase clinique précoce(213)

Comme nous 1’avons vu plus haut, les médicaments de thérapie génique commercialisés

sont parfois le fruit de partenariat entre Biotech et BigPharma.

Les BigPharma agissent donc soit par rachat, soit par partenariat avec les Biotech.



Les principaux rachats sont :

» De Kite Pharma par Gilead pour 11,9 milliards de dollars (219)

« De Juno therapeutics par Celgene pour 9 milliards de dollars (220)

» D’AveXis par Novartis pour 8,7 milliards de dollars (221)

* D’Audentes therapeutics par Astellas pour 3 milliards de dollars (222)
Les principaux partenariats sont :

 Spark therapeutics et Novartis (223)

« Pfizer et Cellectis (224)

La thérapie génique s’appuie sur des technologies récentes et innovatrices. Le
rapprochement des Big Pharma des Biotech voire des entités académiques se révele

nécessaire pour le développement de ce type de produits.

Nous avons donc étudi¢ de maniére précise le marché actuel de la thérapie génique in
vivo. Nous avons vu qu’il s’agit d’un marché encore jeune mais en plein développement et
prospérité. Cette croissance tres rapide, coincide avec 1’appartition de challenges a dépasser

face aux laboratoires.

La partie suivante sera donc dédiée aux limites auxquelles font face les sociétés de

thérapie génique.
6.4. Challenges face a la production des thérapies géniques :

Pour comprendre la réalité de ces challenges il faudra d’abord comprendre les étapes de
production d’un produit de thérapie génique. La bioproduction (production d’un médicament

d’origine biologique) est généralement découpée en quatre grandes phases :

Tout d'abord, trois composants sont assemblés dans le vecteur de thérapie génique : le
génome du vecteur, la protéine AAV et les protéines auxiliaires. Ils sont combinés en une
"enveloppe" appelée capside, qui servira de "véhicule" pour transporter une "cargaison” de

genes fonctionnels dans les cellules.
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Les capsides seront assemblées et intégrées a un virus inerte, créant ainsi le vecteur
viral. Des cellules spéciales sont utilisées comme "hétes"” du vecteur viral, lui permettant de se

reproduire et d'atteindre la concentration requise pour la récolte.

A ce stade, le vecteur viral est traité pour le purifier et éliminer les matiéres non

essentielles. Ensuite, il sera examing et testé pour s'assurer de son bon fonctionnement.

Enfin, le vecteur viral sera traité et conditionné pour étre envoyé en vue d'une utilisation

clinique.
6.4.1. Upstream

Compte tenu du temps et des efforts considérables que les entreprises ont investis dans
la thérapie génique, la plupart d'entre elles préferent jouer la carte de la sécurité en matiere de
fabrication. Par conséquent, la grande majorité des thérapies basées sur le virus adéno-associé
recombinant (VAAr) - qui représentent la plupart des thérapies géniques - sont encore
produites a l'aide d'une méthode mise au point il y a plus de vingt ans, connue sous le nom de

technique de "triple transfection”.

L'un des principaux défis de la production de rAAV est la nécessité d'un "virus
auxiliaire” pour faciliter la réplication dans une cellule mammalienne héte. Dans les premiers
temps de la production de rAAV, les cellules cultivées étaient d'abord infectées par un

adénovirus, puis elles étaient transfectées avec deux plasmides d'ADN :
- I'un contenant une paire de génes essentiels du rAAV
- l'autre une séquence a utiliser pour la thérapie génique en question.

Cette approche permet d'obtenir une quantité raisonnable de particules de rAAV
entierement assemblées et prétes pour la thérapie génique. Cependant, celles-ci doivent
ensuite étre séparées des particules d'adénovirus également abondantes qui contaminent la

préparation virale obtenue et peuvent mettre les patients en danger.
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En 1998, deux groupes de recherche différents - I'un dirigé par R. Jude Samulski a
l'université de Caroline du Nord (225) et l'autre par Peter Colosi chez Avigen (226)- ont
déterminé qu'ils pouvaient éviter ces problemes en transférant les fonctions clés de
I'adénovirus sur un troisieme plasmide "auxiliaire". Dans cette approche, les chercheurs
peuvent simplement transfecter leur cellule hote préférée - dans la plupart des cas, des cellules
rénales embryonnaires humaines (HEK) 293 - avec les trois plasmides selon une procédure
par étapes(227) (figure 32). L'activité combinée des genes dériveés de l'adénovirus sur le
plasmide auxiliaire et des génes du rAAV sur le deuxiéme plasmide s'est avérée suffisante
pour genérer des particules de rAAV fonctionnelles contenant le transgéne du troisieme

plasmide.

O pTransgene Vector
O O pHelper Vectors
|

Transfection

o

] Transcription
Replication ‘@ & Translation
S‘ 293 Cell

AAV ssDNA G_ﬂ
)

-
BHP

' AAV Extraction Solution
@ AAV2 Particles

Fig. 33 : Principe de productions du vecteur AAV par transfection(228)

Outre I'élimination des adénovirus indésirables, cette procédure présente plusieurs
avantages. Il existe de nombreux sérotypes différents de rAAV avec des propriétes distinctes
et la capacité d'infecter différents organes humains, et les chercheurs peuvent facilement
échanger différents éléments génétiques dans ce systeme de maniere modulaire pour
déterminer le virus généré. En outre, les procédures de transfection utilisées pour délivrer les
trois plasmides aux cellules sont robustes, bien établies et peuvent étre réalisées a I'échelle

industrielle.
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Aujourd’hui, au moins 11 sociétés produisent des thérapies expérimentales ou
cliniquement approuvées a base de rAAV en utilisant cette approche, y compris Luxturna de
Spark Therapeutics et deux autres thérapies actuellement en phase 3 d'essais d'Avexis et de
Gensight. De nombreux fabricants sous contrat, tels que Vigene Biosciences, adoptent
également cette approche, qui peut étre mise a I'échelle de maniére routiniére pour générer des
cultures HEK293 dans des volumes allant jusqu'a 500L par bioréacteur, générant des rAAV a

un rendement de 105 génomes viraux par cellule(228).

C’est I'évolutivité. Les cellules HEK293
sont généralement maintenues dans des cultures adhérentes, mais des volumes de culture bien
plus importants sont possibles avec des cellules flottant librement en suspension. Pour
résoudre ce probleme, de nombreuses équipes ont mis au point diverses stratégies pour
produire des cultures en suspension de cellules HEK293 triplement transfectées. Les résultats
publiés ont d'abord démontré une productivité equivalente a celle de la culture adhérente dans
un volume de 20 litres, mais en principe, ils pourraient étre portés a des volumes de culture de

200 litres ou plus pour atteindre une productivité bien plus élevée en matiére de rAAV.

La technologie de triple transfection a permis le lancement commercial de la thérapie
génique a base de rAAV pour les patients atteints de maladies oculaires aux Etats-Unis.
Malgré l'apparition de nouveaux systemes plus efficaces, il est presque certain que cette
approche restera déterminante pour la fabrication de thérapies géniques pour les maladies

rares ainsi que pour le matériel destiné aux essais cliniques de validation de concept.
6.4.2. Downstream

Dans cette phase I’objectif principal est de séparer les impuretés produites par le
traitement du virus au préalable et obtenir des adenovirus dans un état convenable a la
formulation et ’administration chez les patients. Donc le résultat de cette étape doit étre un
produit pur, sOr et sécurisé¢ tout en garantissant ’absence de perte en rendement de

production.
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De nombreux vecteurs sont sécrétés dans le milieu. Dans ce cas, le virus peut étre
recueilli dans le milieu, ce qui réduit considerablement la charge en aval. Dans certains cas,
une partie du virus reste dans les cellules et, par conséquent, la lyse cellulaire avec un
détergent ou des moyens physiques peut étre essentielle pour améliorer le rendement. Il existe
une grande variété de procédés pouvant étre utilisés pour la purification, notamment la
clarification par filtration ou centrifugation ; les étapes de chromatographie par affinité,
échange d'ions, encollage, résines multimodales et autres ; les étapes de concentration par
TFF ou ultracentrifugation ; et les traitements enzymatiques pour réduire les acides
nucléiques. Lorsque les cellules doivent étre lysées pour libérer les produits du vecteur,

plusieurs étapes peuvent étre nécessaires pour optimiser la purification.

Le choix du processus de production en amont (upstream) peut affecter la charge de
purification en aval (downstream). Par exemple, les forces de cisaillement exercées sur les
cellules adhérentes sur des systemes de microcarriers ou d'autres systemes a mouvement
fluide peuvent augmenter les débris cellulaires. Un autre exemple est qu'un bioréacteur a lit
fixe peut parfois offrir un certain avantage : certaines impuretes peuvent étre piégées dans le
lit.

Les étapes traditionnelles de purification reposaient sur [l'ultracentrifugation, la
floculation et d'autres technologies difficiles a mettre en ceuvre. Des progrés récents ont
permis d'obtenir le méme niveau d'élimination des impuretés en utilisant la chromatographie

et la filtration a flux tangentiel, qui sont des techniques trés faciles a mettre a I'échelle.

Malgré le besoin permanent d'améliorer la production de vecteurs thérapeutiques,
l'avenir de la thérapie génique a base de virus suscite beaucoup d'optimisme. A l'avenir, la
thérapie genique baseée sur les vecteurs pourrait non seulement offrir le remplacement de

genes, mais aussi des fonctions d'édition de genes.
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7. LE PAYSAGE ETHIQUE ET POLITIQUE DE LA THERAPIE

GENIQUE :

“Whether the fruits of the Human Genome Project are sweet or bitter depends largely

on how successful we are in dealing with the ethical issues it raises. . . It is our duty to begin

the era of genetic engineering in as responsible a manner as possible” — Anderson WF(229)

Comme la thérapie génique consiste a modifier les instructions de base de I'organisme,

elle souleve de nombreuses questions éthiques particuliéres sur la valeur de la vie humaine,

I’eugénisme et le poids des conséquences involontaires, CRISPR a également vu le jour dans

un paysage politique tres différent de celui du début des années 80, lorsque la bioéthique était

le dernier grand sujet de controverse politique. Pourtant, aujourd'hui, malgré le fait que de

nouveaux développements comme I'édition de genes soient en plein essor et que les défis aux

conceptions traditionnelles de la reproduction humaine soient toujours en développement, les

questions éthiques de la biotechnologie sont largement répandues dans le monde :

Comment distinguer les "bonnes” et les "mauvaises” utilisations de la thérapie

génique ?

Qui décide quels traits sont normaux et lesquels constituent un handicap ou un

trouble ?

Le colt élevé de la thérapie génique la rendra-t-elle accessible uniquement aux

riches ?

L'utilisation généralisée de la thérapie génique pourrait-elle rendre la société moins

tolérante envers les personnes différentes ?

Devrait-on autoriser l'utilisation de la thérapie génique pour améliorer des
caractéristiques humaines fondamentales telles que la taille, I'intelligence ou les

capacités athlétiques ?
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7.1. L'edition de la lignée germinale par CRISPR/Cas9 et les
modifications heréditaires

La recherche actuelle sur la thérapie génique se concentre sur le traitement des individus
en ciblant la thérapie sur les cellules du corps, comme la moelle osseuse ou les cellules
sanguines. Ce type de thérapie génique ne peut étre transmis aux enfants d'une personne. La
thérapie génique pourrait toutefois étre ciblée sur les ovules et les spermatozoides (cellules
germinales), ce qui permettrait de transmettre le gene inséré aux générations futures. Cette
approche est connue sous le nom de thérapie génique germinale.

L'idée de la thérapie génique germinale est controversee. Bien qu'elle puisse éviter aux
géneérations futures d'une famille d'étre atteintes d'une maladie génétique particuliére, elle
pourrait affecter le développement d'un feetus de maniére inattendue ou avoir des effets
secondaires a long terme qui ne sont pas encore connus. Comme les personnes qui seraient
touchées par la thérapie génique germinale ne sont pas encore nées, elles ne peuvent pas
choisir de recevoir le traitement. En raison de ces préoccupations éthiques, le gouvernement
américain n‘autorise pas l'utilisation de fonds fédéraux pour la recherche sur la thérapie
génique germinale chez I'nomme.

L'édition génétique des cellules somatiques, abordée dans les sections précedentes,
influence exclusivement les cellules dont le génome est modifié et, a ce titre, présente un
risque minime d'affecter les générations futures. L'édition génétique de la lignée germinale
(gameétes, zygotes et embryons) peut toutefois entrainer la propagation de la modification
génétique dans toutes les cellules de I'individu édité. Les cellules reproductrices étant
également touchées, les modifications génétiques introduites seraient transmises a la
descendance de I'individu modifie (230).

Cette application de la thérapie génique a le potentiel d'éradiquer les maladies
génetiques héréditaires. Cependant, des préoccupations sociales, éthiques et religieuses ont
fait que la recherche sur I'édition des genes de la lignée germinale humaine est strictement
réglementée, tandis que les applications cliniques sont actuellement interdites dans plus de 50
pays dans le monde(231). Compte tenu du rythme auquel les technologies d'édition du
génome évoluent, le monde scientifique a demandé un moratoire mondial sur les applications
cliniques de ces technologies, jusqu'a ce qu'un cadre réglementaire complet soit mis en place
pour assurer une surveillance stricte et une évaluation des risques et des avantages(232).
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7.2. Conclusions de I'édition CRISPR/Cas9 sur des zygotes humains

Sur la base du nombre limité d'études qui ont exploré I'édition de la lignée germinale
humaine par CRISPR/Cas9, il est évident que cette technologie en est encore a ses débuts. De
plus, le potentiel prometteur de I'édition germinale CRISPR est actuellement limité par le
mangque de précision, les effets hors cible et le mosaicisme embryonnaire.

Les études sur la lignée germinale qui ont eu lieu en Chine ont mis en évidence
d'importants problémes techniques liés a l'application de CRISPR/Cas9 sur des zygotes
humains et ont souligné I'importance de poursuivre les recherches et de procéder a une
délibération globale avant de tenter toute application clinique de cette technologie(233). Les
travaux de Ma et de ses collégues étaient techniquement supérieurs aux précédents ; un
nombre beaucoup plus important d'embryons a été analyse, des technologies plus
sophistiquées ont été employées et les analyses effectuées étaient vraisemblablement plus
étendues. Ces travaux ont été ouvertement critiqués sur la base de questions relatives a la
faisabilité de la réparation et a I'adéquation des méthodes employées(234,235), mais Ma et ses
collegues ont plus tard présenté de nouvelles données étayant davantage leurs
affirmations(236).

On peut soutenir que l'application la plus réussie a ce jour de I'édition de la lignée
germinale humaine par CRISPR/Cas9 a éte réalisée lorsque la machinerie CRISPR/Cas9 a été
co-injectée avec le sperme mutant pendant I'ICSI (Intracytoplasmic sperm injection) par
I’équipe de Ma (237). Il reste & determiner si cette technologie serait aussi efficace en utilisant
la combinaison inverse de gamétes (ovocyte mutant/spermatozoide de type sauvage). Plus
important encore, cette étude suggere que CRISPR/Cas9 peut étre utilisé pour s'assurer que
les embryons sont produits sans mutations, mais pas pour corriger les mutations dans les
embryons établis (un mosaicisme s'est produit dans tous les embryons qui ont été modifiés au
stade du zygote(233,237,238)). En clinique, le diagnostic précéde le traitement et, dans le
cadre des techniques de procréation assistée (PMA), le diagnostic de I'embryon a lieu entre le
3e et le 6e jour apres la fécondation(239), moment auquel CRISPR/Cas9 entrainerait
inévitablement un mosaicisme.
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7.3. Considérations éthiques sur I’édition du génome

En considérant I'impact global de la technologie CRISPR/Cas9, Mulvihill et ses
collegues ont fait valoir que : "La plus grande contribution de CRISPR sera certainement le
rythme, la profondeur et le souffle des applications et des découvertes qu'elle permet "(240).
Si I'on considere CRISPR sous l'angle de I'éthique, le développement de cette technologie n'a
pas fondamentalement changé les questions éthiques entourant la thérapie génique et le génie
génétique, si ce n'est peut-étre qu'il a mis ces questions en avant pour une considération

immédiate.

L'éthique des applications humaines de I'édition de genes est largement discutée dans
deux catégories, a savoir les modifications génétiques visant a corriger des génes défectueux
(thérapie génique), et les modifications qui se concentrent sur I'amélioration de génes
physiologiquement normaux (amélioration génétique) (241). La controverse éthique porte
également sur le type de cellules qui sont modifiées génétiquement, somatiques ou
germinales. La thérapie génique appliquée aux cellules somatiques est généralement
considérée comme éthiquement saine, puisque les effets seraient limités a un seul patient et ne
seraient pas transmis aux générations futures. Cependant, I'ameélioration genétique des cellules
somatiques et la thérapie génique ou lI'amélioration génétique de la lignée germinale ne sont

pas considérées comme des activités éthiques.

L'amélioration de la lignée germinale est généralement considérée comme immorale. En
fait, I'article 24 de la Déclaration universelle sur le génome humain et les droits de I'nomme,
adoptée par la Conférence générale de I'Organisation des Nations unies pour I'éducation, la
science et la culture (UNESCO) en 1997, stipule que les modifications de la lignée germinale

"pourraient étre contraires a la dignité humaine "(242).

D'apres la littérature actuelle sur le sujet, on peut diviser la controverse éthique de
I'édition de génes germinaux en trois concepts/dilemmes centraux(230,241,243), qui seront

examinés ici individuellement :

1. "Nécessité de I'édition de genes germinaux”. On peut soutenir que la norme de soins

en matiere de procréation assistée qui utilise la FIV (Fécondation In Vitro) en combinaison
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avec le DPI (Diagnostic Pré-Implantatoire) pour sélectionner des embryons sains est
suffisante pour gérer la grande majorité des maladies monogéniques, a I'exception des parents
qui sont tous deux homozygotes pour un géne récessif causant la maladie (c'est-a-dire la
fibrose kystique ou la maladie de Tay-Sachs), ou lorsque I'un des parents est homozygote
pour un géne dominant causant la maladie (c'est-a-dire la maladie de Huntington ou la
maladie rénale polykystique)(241). En outre, le DPI n'est probablement pas utile dans le cas
de maladies polygéniques courantes, notamment les maladies cardiaques, le diabete ou la
maladie d'Alzheimer, et I'édition de génes conventionnelle ne serait pas non plus applicable
dans ces cas. La question de la nécessité de I'édition génétique germinale est également
inextricablement liée au désir des parents davoir des enfants (sains) génétiquement
apparentés. La question de savoir si ce desir de parenté génétique peut I'emporter sur les
risques de I'édition de génes germinaux, en particulier a une époque ou l'adoption, les gametes
de donneurs et le mariage homosexuel deviennent des schémas familiaux de plus en plus
courants, reste ouverte. A l'inverse, la thérapie de remplacement mitochondrial (TRM), qui est
le seul exemple d'une application légalisée de I'édition de la lignée germinale, donne lieu a
une progéniture qui est génétiquement liée a trois individus, le pére, la mere et la donneuse de
mitochondries/ovocytes énucléés. La TRM est utilisée pour guérir des maladies souvent
dévastatrices qui decoulent de mutations de I'ADN mitochondrial et qui sont transmises a
I'embryon par l'ovocyte de la mére(244). A I'heure actuelle, la TRM n'est légale qu'au
Royaume-Uni, bien que d'autres pays ayant des lois plus souples sur la modification génétique
I'aient également appliquée(245). Les embryons femelles et males sont admissibles a la TRM,
ce qui donne a penser qu'il s'agit d'une forme héréditaire de modification génétique, par le

biais des embryons femelles traités par TRM1. Des inquiétudes ont également été soulevées

quant au fait que le TRM pourrait constituer un " pied dans la porte " pour d'autres

applications d'édition de génes germinaux.

2. "les risques imprévisibles/non identifiés de I'édition de génes germinaux” est le
deuxieme pilier de I'éthique de I'édition de génes germinaux. Les principaux risques liés a la
technologie CRISPR/Cas9 sont [lefficacité du ciblage, les effets hors cible et
I'immunogénicité, comme nous I'avons vu précédemment. Selon Baltimore et ses collegues :

"Comme pour toute stratégie thérapeutique, des risques plus élevés peuvent étre toléres
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lorsque la récompense du succes est importante, mais ces risques exigent également une plus
grande confiance dans leur efficacité probable "(232). L'édition CRISPR/Cas9 des cellules
somatiques présente un grand potentiel de réussite et une amélioration constante de
l'efficacité, qui I'emportent sur les risques associes. Mais dans le cas des modifications de la
lignée germinale, il y a davantage de facteurs qui doivent étre mis en balance avec les risques.
Par la nature de la modification germinale, par exemple, il ne sera jamais possible d'obtenir le
consentement éclairé des personnes directement concernées par l'application. Dans le méme
temps, la prise de décisions en matiére de soins de santé pour les enfants est juridiquement et
socialement saine, et le consentement éclairé des enfants n'est pas requis avant le traitement.
Une autre question relative aux risques non identifiés de I'édition de génes germinaux est de
savoir qui porterait la responsabilité des applications qui affecteront les générations futures.
Capecchi a précédemment déclaré que "quelles que soient les procédures que nous pourrions
adopter pour I'édition de la lignée germinale humaine, elles devraient a tout le moins étre

réversibles Il s'agit d'un concept séduisant, méme s'il n'est peut-étre pas encore

techniquement réalisable.

3. "Pente glissante" est I’hypothése qui existe depuis la conception de la thérapie
génique soutient I'existence d'une pente dans I'édition génétique de la lignée germinale. Cette
hypothése fait référence a l'utilisation potentielle des technologies d'édition de génes a des
fins eugéniques, et se fonde sur la démarcation peu claire entre thérapie et amélioration. Cette
théorie est généralement considérée comme farfelue par les scientifiques ; les traits désirables
tels que l'intelligence, la confiance, la sociabilité ou méme I'apparence physique sont
complexes, polygéniques et sont souvent influencés par I'environnement (246). Cependant, la
simplicité et l'efficacité de la technologie CRISPR/Cas9 ont déja donné des résultats
d'amélioration génétique chez des animaux de recherche, d'élevage et de compagnie
(247,248). Des porcs (figure 34) édités par CRISPR/Cas9 ont été congus pour étre resistants
aux infections virales(249), posséder une meilleure capacité thermogénique et accumuler

moins de masse grasse, ou méme comme des porcs miniatures fantaisie.
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Fig. 34 : Couverture de la revue Science en 2017 révélant les porcs miniatures (Tea cup piglets) édités par CRISPR-
cas9 (250)

Des beagles modifiés par CRISPR/Cas9 et dépourvus d'expression de la Myostatine
(figure 35) ont obtenu une masse musculaire deux fois supérieure a celle de leurs congénéres
non modifiés. Il est intéressant de noter que l'inhibition de la MYOSTATINE par des
anticorps monoclonaux a fait I'objet d'essais cliniques de phase 2 (NCT02310763) pour le
traitement de la DMD92. Il n'est pas impossible que I'on passe de la thérapie de la myopathie

a I'amélioration de l'athléte.

2 monthsold 4 months old 14 months old

Fig. 35 : Deux Beagles Deux beagles, Hercules (a gauche) et Tiangou (a droite), sont les premiers chiens dont un géne a
été modifié a I'aide d'un outil appelé CRISPR/Cas9. Les chercheurs ont muté les genes de la myostatine des chiens
afin d'augmenter la quantité de muscle produite par les beagles(251).
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CONCLUSION

La réaffectation d'un ancien mécanisme du systéme immunitaire a fourni aux chercheurs
I'outil d'édition de génes le plus puissant mis au point a ce jour ; la possibilité de modifier les
génomes avec une précision chirurgicale n'a jamais été aussi facile et la possibilité de guérir
les maladies génétiques n'a jamais été aussi proche de la réalité. Cependant, le rythme
accéléré auquel les technologies CRISPR/Cas9 ont évolué rend nécessaire une délibération
permanente pour garantir la securité, l'efficacité et lI'adhésion aux valeurs morales des
applications associées. Des discussions réfléchies et inclusives favoriseront I'élaboration de
lignes directrices et de cadres réglementaires qui pourront nous aider a exploiter I'énorme
potentiel de la technologie CRISPSR/Cas9 tout en minimisant les risques prévisibles de son

éventuelle mauvaise utilisation.
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8. BIOHACKERS : L’USAGE DETOURNE DE LA THERAPIE
GENIQUE

Le "biohacking" est devenu un phénomeéne culturel et scientifique. Bien qu'il n'y ait pas
de consensus sur la définition précise du "biohacking™, le terme décrit généralement des
recherches et des interventions biologiques menées en dehors des cadres scientifiques
institutionnels par des personnes qui n'ont pas forcément une formation scientifique
traditionnelle (252). L'acces plus facile aux informations et aux ressources biologiques a
permis au biohacking de se développer. Ses participants décrivent souvent leurs activités
comme étant motivées par la croyance en un droit de "faire de la science”, une grande valeur
accordée a I'autonomie corporelle et I'idée que les institutions et réglementations scientifiques
traditionnelles ont systématiquement échoué a profiter a la société(253) . Il est difficile de
quantifier le nombre d'individus dans le monde qui participent au biohacking, étant donne les
désaccords sur ce qui est considéré comme du biohacking, le flux constant d'individus entrant
et sortant des communautés de biohacking et la nature décentralisée de ces communauteés.
Selon une estimation, les groupes Google de DIYbio comptaient plus de 5 000 membres au
début de 2020. Selon une autre estimation, un rapport de 2017 du Brookings Institute a estimé
qu'il y avait 30 000 "enthousiastes, adeptes, biohackers et scientifiques citoyens" rien qu'aux
Etats-Unis(254).

8.1. DIY Bio et laboratoires communautaires

CRISPR n'est pas seulement limité aux contextes traditionnels de laboratoire avec des
scientifiques ayant une formation académique ou sur le terrain en tant que lecteur de génes.
Les laboratoires communautaires et les amateurs de DIY bio (également appelés
"biohackers™) utilisent cette technologie, dans de nombreux cas pour rendre la science
biologique plus accessible a ceux qui ne fréquentent pas les milieux scientifiques
traditionnels. Le DIY bio, un mouvement scientifique citoyen qui vise a mettre la science
entre les mains du public, est un excellent exemple d'un nouveau marché pour CRISPR-Cas9.
Les laboratoires DIY bio fonctionnent traditionnellement selon des exigences de confinement

de faible biosécurité (niveau de biosécurité 1 ou 2), (255) travaillant principalement avec des
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organismes non pathogenes ; la plupart d'entre eux effectuent des travaux qui nécessitent a
peu prés les mémes niveaux de confinement que ceux d'un laboratoire de lycée. CRISPR-
Cas9 leur fournit une methode peu colteuse pour produire des modifications génétiques
rapides et leur offre une riche expérience d'apprentissage de la génétique. Les kits disponibles
en ligne (figure 35) semblent s'adresser activement aux adeptes du bricolage biologique,
dénigrant parfois les laboratoires scientifiques "traditionnels™ a partir desquels cette
technologie a été développée. L'une des entreprises les plus connues est Odin, fondée par
Josiah Zayner(256) (figure 36), travaillait auparavant pour la NASA(257), est un partisan
connu et controversé de la science citoyenne. La société de fournitures biotechnologiques de
Zayner s'est développée ces dernieres années pour inclure des kits permettant la manipulation
génétique d'une grande variété d'organismes, y compris des plantes et des animaux. Un kit
vendu sur le site est destiné a la modification génétique des grenouilles arboricoles, avec une
insertion CRISPR qui augmente I'expression d'une hormone de croissance et, par conséquent,

la taille des grenouilles(258).

Si ces kits et laboratoires peuvent contribuer a I'éducation scientifique du public et offrir
de riches expériences d'apprentissage (et potentiellement, un espace pour les entrepreneurs en
biotechnologie), il existe un potentiel d'abus - bien qu'a I'heure actuelle, il s'agisse surtout
d'abus liés a l'automutilation. En 2017, la FDA a émis un avertissement contre la "thérapie
génique auto-administrée" apres que des biohackers aient tenté d'utiliser des kits CRISPR sur
eux-mémes. Le créateur du kit Odin, Josiah Zayner, a tenté de s'injecter une construction
CRISPR afin d'augmenter sa musculature (259). Plus précisément, il a tenté de cibler et
d'éliminer le géne de la myostatine, qui est le géne de la musculature inhiberait généralement
la croissance des myoblastes, ou cellules musculaires (260). Chez les chévres, il a été
démontré que les knock-outs de la myostatine modifient le métabolisme et augmentent la
masse musculaire (261). Un autre exemple de biohacker s'utilisant lui-méme pour
expéerimenter est celui d'Aaron Traywick, qui s'est injecté un herpésvirus ciblant CRISPR lors
d'un événement diffusé sur Facebook (262). Traywick souffrait lui-méme d'une infection a
I'nerpes, mais il essayait de démontrer a quel point CRISPR pouvait étre utile pour traiter des
maladies humaines courantes. Néanmoins, les tentatives des biohackers d'utiliser leur propre
corps pour démontrer I'efficacité d'un produit semblent étre un dangereux précédent pour les
développeurs a l'avenir, et la FDA I'a publiqguement decrié.
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Fig. 36 : De gauche a droite : les kits CRISPR commercialisés par I’entreprise ODIN et son fondateur Josiah
Zayner(256)

8.2. Le potentiel de préjudice

Alors que les outils CRISPR deviennent plus largement disponibles et applicables, il est
possible que la technologie soit mal utilisée par un acteur individuel ou une organisation.
CRISPR réduit considérablement les barriéres de co(t et d'expertise des méthodes antérieures
d'édition de génes. Les méthodes précédentes, comme [I'édition du génome par ZFN,
pouvaient colter des milliers de dollars et ne sont actuellement disponibles que chez Sigma
Aldrich(263) . Ces kits ZFN nécessitent une certaine expertise en laboratoire, ainsi que des
lignées cellulaires ou des organismes isolés sur lesquels utiliser l'outil. 1ls permettent aux
chercheurs de concevoir des ZFN sur mesure pour des génes d'intérét, de les transformer dans
une cellule d'intérét et, en quelques jours, le ZFN commencera a modifier le géne. Selon le
fabricant, seuls 1 a 20 % des cellules seront mutées, ce qui est un pourcentage plus faible
qu'avec CRISPR. Cependant, les cellules mutées peuvent étre récoltées en quelques semaines.
Les ZFN ont été utilisés de maniére extensive pendant des années, mais l'outil nécessitait
souvent l'ajout de différentes enzymes ou exigeait des méthodes compliquées, comme des
conditions de culture a froid, pour que I'expression du ZFN soit efficace (264). Cela difféere
des kits CRISPR actuels, qui peuvent fournir E. coli comme organisme initial et nécessitent

beaucoup moins de suppléments.
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8.3. CRISPR entre démocratisation et potentiel danger de biosecurité

CRISPR bénéficie aujourd'hui d'un financement important pour des projets de recherche
connexes, d'un succes dans une variété d'organismes et d'un codt relativement faible. Cela a
permis la démocratisation de cet outil d'édition de genes, qui est prometteur pour la recherche
fondamentale et la santé publique. Cependant, sa grande disponibilité pourrait également en
faire un outil attrayant pour un acteur malveillant. Avec de nombreuses entreprises vendant
des réactifs CRISPR et une pléthore de littérature expliquant les méthodes CRISPR, les

barriéres a I'entrée de la recherche ont été abaissées pour les acteurs Iégitimes et illégitimes.

Le potentiel de CRISPR a révolutionner le génie génétique souléve également des
inquiétudes quant a I'augmentation des menaces de biosécurité en abaissant les barrieres pour
le développement d'armes biologiques. La capacité de modifier rapidement un génome a un
colt relativement faible par rapport aux méthodes précédentes pourrait faire des systémes
CRISPR des outils de sécurité.

Le CRISPR est un outil qui attire les acteurs malveillants a tous les niveaux, allant des
individus jusqu’aux Etats-nations. Dans le domaine des menaces pour la biosécurité, CRISPR
peut étre utilisé a mauvais escient (265,266).Un organisme de novo serait entierement
synthétique, bien qu'il puisse avoir le méme génome qu'un agent pathogene existant comme la
variole. La création d'un organisme entierement nouveau par synthése est théoriqguement
possible, mais elle nécessitera probablement une formation, un financement et un temps
considérables pour la recherche et le développement, ce qui est moins possible pour certains

types d'acteurs(267).

Une étude menée en 2018 des Académies nationales des sciences, de I'ingénierie et de la
médecine(268), a été entreprise pour élaborer des lignes directrices sur I'évaluation des
risques de biosécurité associés aux nouvelles biotechnologies. Les auteurs ont classé les
menaces potentielles par niveau de préoccupation et ont proposé des solutions ou des mesures
de sécurité potentielles qui pourraient réduire le risque d'une certaine technologie. Les auteurs
recommandent au ministere américain de la défense, qui a demandé cette étude, de continuer
a innover et a s'engager dans la biotechnologie, mais qu'un cadre d'évaluation soit également

utilisé pour examiner les nouvelles biotechnologies et leurs applications potentielles plus
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larges dans les spheres scientifique et publique. Les auteurs ont également classé les risques
potentiels par ordre d'importance relative, identifiant la recréation d'agents pathogénes
connus, tels que la variole, comme l'un des plus grands risques, tandis que la création d'un
nouvel agent pathogéne est considérée comme un risque plus faible. CRISPR pourrait
permettre de modifier rapidement et efficacement un agent pathogéne pour qu'il possede les
facteurs de virulence d'un autre agent pathogene, ou permettre a un chercheur de recréer un
agent pathogene connu dont le génome est publié. Compte tenu de ces préoccupations en
matiere de biotechnologie, I'utilisation abusive de CRISPR mérite d'étre reconnue comme une

menace potentielle pour la biosécurité.

Bien qu'il ne s'agisse pas exactement d'un risque de biosécurite, l'accessibilité d'un
puissant outil d'ingénierie génétique a déja donné lieu a des défis éthiques, avec l'ingenierie
des génomes embryonnaires humains par le scientifique chinois He Ji- ankui (269). Le travail
de He a violé une norme de longue date interdisant la modification genétique de la germinale
humaine, lorsque ces modifications peuvent étre transmises aux générations futures. Un
tribunal chinois a récemment déclaré He coupable de pratiqgue medicale illégale et I'a

condamneé a trois ans de prison (270).
8.4. GENE DRIVE : impact écologique

Un effort international pour surveiller les efforts d'edition du génome humain est le
Comité consultatif d'experts de I'OMS sur I'¢laboration de normes mondiales pour la
gouvernance et la surveillance de I'édition du génome humain(271). Ce comité a permis
d’identifier de maniére proactive les domaines de la recherche sur I'édition du génome humain

qui pourraient nécessiter une gouvernance supplémentaire.

CRISPR est déja couramment utilisé chez les animaux et les plantes a des fins de
recherche, mais certains scénarios d'utilisation potentiels, tels que le gene drive, pourraient
avoir des impacts environnementaux et agricoles a long terme. Les efforts actuels en matiere
d'entrainement génétique sont axés sur la lutte contre les parasites, I'enrichissement des
cultures et la réduction des populations de vecteurs de maladies (272). Les efforts de gene
drive chez des espéces telles que la souris a pieds blancs servent a réduire un hote de tiques
qui propage la maladie de Lyme. En ciblant ces souris pour les rendre résistantes a la bactérie
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qui cause la maladie de Lyme, on peut briser le cycle de transmission pour réduire la
transmission de la maladie de Lyme aux humains (273) .Cependant, les écologistes
s'inquietent de la propagation et des impacts écologiques a long terme de ces souris, ce qui est
tres difficile a modéliser. Les recherches actuelles impliquant des agents pathogénes agricoles,
tels que le virus de la striure du bananier qui s'intégre dans les génomes des bananes et rend la
reproduction difficile, mettent en évidence les aspects a double usage de CRISPR (274). Les
chercheurs ont pu utiliser CRISPR pour modifier les restes du génome du virus de la strie du
bananier dans les bananes afin d'empécher la réplication correcte du virus et d'améliorer les
techniques de reproduction. Pourtant, un acteur malfaisant pourrait concevoir un systéme
CRISPR qui améliore la virulence d'un virus afin qu'il soit capable de s'intégrer a une culture
de maniére similaire. Cela pourrait avoir un impact potentiel sur les sources alimentaires et
serait difficile a controler. Il est important de noter que la livraison et d'autres problemes
d'armement rendraient cette tdche beaucoup plus difficile qu'il n'y parait au départ, mais les
risques de double usage doivent étre reconnus lors de l'utilisation de CRISPR en agriculture.

Les lecteurs de genes ont suscité I'inquiétude du public, qui craint que les changements
soient difficiles a inverser et qu'ils aient des conséquences involontaires. Que ce soit par une
mauvaise utilisation intentionnelle ou accidentelle, les lecteurs de génes basés sur CRISPR
pourraient avoir des impacts dramatiques sur les especes indigenes en plus des cultures. En
outre, CRISPR a été suggéré comme une méthode de contrdle des especes envahissantes
(275). Pourtant, les organismes génétiqguement modifiés peuvent, en eux-mémes, constituer

une espéce envahissante s'ils sont introduits de maniere inappropriée dans le milieu naturel.

Il est important d'identifier les lacunes dans les connaissances qui peuvent compliquer
les efforts de contrble des espéces modifiées par CRISPR, car il peut y avoir des effets
inattendus tels que la modification du flux génétique au sein d'une population. Bien que de
nombreuses études aient tenté de modeliser les pulsions genétiques au sein des populations,
cela ne peut pas englober complétement un écosysteme complexe et dynamique. Par exemple,
des modeéles ont indiqué que I'élimination des moustiques A. gambiae n'aurait pas de grands
impacts sur I'écosysteme (276). Cependant, il est trés difficile de vérifier ce modele, car on ne

peut pas anéantir completement une espéce de moustique pour " tester " l'impact de

I'élimination de cette espece.
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Les tentatives d'utilisation des lecteurs de génes pour décimer les cultures ou avoir un
impact sur les ressources locales pourraient présenter une menace pour la biosécurité qui
pourrait avoir un large éventail de conséquences. En gardant cela a I'esprit, la Defense
Advanced Research Products Agency (DARPA) a créé le Safe Genes Project pour non
seulement aborder les problemes potentiels liés a la technologie du gene drive et a la
biosécurité, mais aussi pour promouvoir la recherche défensive afin de créer des contre-
mesures (277). Sept équipes de recherche sont financées par le projet, chacune d'entre elles
ayant pour objectif global de (1) développer des outils génétiques permettant de mieux
controler le gene drive ; (2) créer des traitements a base de médicaments pour inverser ou
prévenir les effets du gene drive ; ou (3) identifier des moyens de médiation des impacts du
gene drive sur les écosystemes. Cet effort de coopération entre le gouvernement et les
scientifiques est un excellent exemple de recherche avant-gardiste qui contribue a soutenir la

recherche sur le génie génétique en la rendant plus sdre et plus responsable.

Conclusion

L'utilisation de CRISPR par des amateurs et des citoyens scientifiques présente
également des complications en matiére de biosécurité. Alors que de nombreuses questions de
biosécurité, telles que la synthése de novo d'un virus pathogene, peuvent nécessiter un
scientifique expérimenté ayant acces a une variété de réactifs, les kits CRISPR largement
disponibles ont été utilisés par des particuliers dans des tentatives (infructueuses) de modifier
leurs propres génomes. Des acteurs intentionnels, bien qu'inexpérimentés, peuvent utiliser
CRISPR pour modifier des micro-organismes existants afin daugmenter leur pathogénicité,
ou pour créer des organismes chimeres. La démocratisation de ces Kits peut constituer une
avancée passionnante pour I'enseignement des sciences, et il est toujours possible que des
entrepreneurs en biotechnologie fassent leurs débuts de cette maniére, mais elle présente des

défis pour les méthodes traditionnelles de formation a la biosécurité.
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CONCLUSION

En I’espace de quelques décennies la science est passée de la découverte du matériel
génétique a sa réécriture. CRISPR-Cas9 a démontré qu’aujourd’hui le champ des possibles
peut étre élargi. Prendre position sur la thérapie genique, c'est accepter le pour et le contre. 1l
est clair que la thérapie génique aura un impact sur l'avenir de la génétique. Avec une
planification et une réglementation minutieuses, la thérapie génique deviendra la "médecine”
de l'avenir proche. Le potentiel révolutionnaire de cette technologie est tel qu'il est impossible
d'estimer jusqu'ou elle peut aller et ce qu'elle signifie exactement pour I'avenir des soins de
santé humains. Toutefois, méme en tenant compte de ces éléments, on peut affirmer sans

risque de se tromper que la thérapie génique va changer le monde.

Il faut tout de méme se demander : Jusqu’ou ira I’Homo sapiens si la question de «

pouvoir » n’était plus une limite ?
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RESUME

These : Thérapie génique et CRISPR-cas9
Auteur : Fatima Zahra EL HACHIMI
Encadrant : Professeur Azzedine IBRAHIMI

Mots-clés : CRISPR-cas9 ; génome ; ADN ; thérapie génique

La découverte de la technologie CRISPR et des protéines associées (Cas) a élargi les
applications de la recherche génétique dans des milliers de laboratoires a travers le monde et
redéfinit notre approche de la thérapie génique. La thérapie génique traditionnelle a suscité
quelques inquiétudes, car sa dépendance a I'égard de l'administration de transgenes
thérapeutiques par des vecteurs viraux peut provoquer une oncogenese par insertion et une
toxicité immunogeéne. Si les vecteurs viraux restent un vecteur clé, la technologie CRISPR
offre une alternative relativement simple et efficace pour I'édition de génes spécifiques a un
site, ce qui permet de dissiper certaines inquiétudes soulevées par la thérapie génique
traditionnelle. Bien qu'elle présente des avantages apparents, la technologie CRISPR/Cas9
comporte son propre ensemble de limitations qui doivent étre prises en compte pour une
application clinique slre et efficace. Ce travail se concentre sur I'évolution de la thérapie
génique et le role de CRISPR dans le changement du paradigme de la thérapie génique, son
accessibilité tant technique qu’économique, son énorme potentiel révolutionnaire dans le

domaine des sciences biomédicales, qui doit toutefois étre pris avec précaution.
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ABSTRACT

Thesis : Gene therapy and CRISPR-cas9
Author : Fatima Zahra EL HACHIMI
Supervisor : Professor Azeddine IBRAHIMI

Key-words : CRISPR-cas9 ; genome ; DNA ; gene therapy

The discovery of CRISPR technology and associated proteins (Cas) has expanded the
applications of genetic research in thousands of laboratories around the world and redefined
our approach to gene therapy. There has been some concern about traditional gene therapy, as
its dependence on the administration of therapeutic transgenes by viral vectors can lead to
insertion oncogenesis and immunogenic toxicity. While viral vectors remain a key vector,
CRISPR technology offers a relatively simple and effective alternative for editing site-
specific genes, dispelling some of the concerns raised by traditional gene therapy. While there
are apparent benefits, CRISPR/Cas9 has its own set of limitations that must be considered for
a safe and effective clinical application. This work focuses on the evolution of gene therapy
and the role of CRISPR in changing the paradigm of gene therapy, its technical and economic
accessibility, its enormous revolutionary potential in the field of biomedical sciences, which

must however be taken with caution.
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