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NOUVELLE

Améliorons notre expérience
de la molécule unique grace

a CRISPR

Raphaél Gaudin

>€n 1995, parallelement a I'avénement
de la microscopie photonique sur cel-
lules vivantes, le prix Nobel de chimie,
Roger Tsien, découvre une protéine de
méduse capable de fluorescer : la « pro-
téine verte fluorescente » plus connue
sous le nom de GFP (green fluorescent
protein). Le développement de dérivés
de la GFP ainsi que d’autres nouvelles
étiquettes fluorescentes, au cours de ces
vingt dernieres années, associé a Iessor
de nouveaux types de microscopes tou-
jours plus résolutifs, sensibles et rapides,
a permis aux chercheurs d’approfondir
leurs connaissances de la dynamique
des tissus, des cellules, des processus
subcellulaires, et ce jusqu'aux molé-
cules uniques. Comme dans la plupart des
domaines des sciences du vivant, I'arri-
vée des techniques d’édition du génome
utilisant TALEN (transcription activa-
tor-like effector nucleases), et mainte-
nant CRISPR-Cas9 (clustered regularly

m/s n® 11, vol. 31, novembre 2015
DOl :10.1051/medsci/20153111007

interspaced short palindromic repeats -
CRISPR-associated protein 9), a modifié
les standards de la biologie cellulaire. Le
principe de I'édition de genes ou édition
génique (de I'anglais gene editing) est
d’insérer, supprimer ou remplacer I’ADN
génomique d’une cellule vivante avec une
précision exceptionnelle. Une GFP peut
par exemple étre insérée juste apres le
nucléotide 46 838449 du chromosome 19
en position q13.32 et ainsi permettre de
faire exprimer, de fagon endogéne par
la cellule, la sous-unité 62 du complexe
AP2 (adaptor protein) fusionnée & la GFP
[1]. Cette revue se focalise sur I'utilisa-
tion de CRISPR-Cas9 a des fins de visuali-
sation et de quantification de molécules
uniques. Nous ne (=) Voir la Nouvelle de
H. Gilgenkrantz, m/s

n° 12, décembre 2014,
page 1066, et la Synthese

de J.P. Tremblay,
page 1014 de ce numéro

développerons pas
les principes fon-
damentaux des
techniques d’édi-
tion [2, 9] (=P).
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Les trois ingrédients nécessaires pour
I’insertion efficace d’ADN exogéne
dans un génome

La recette pour insérer du matériel
génétique dans le génome d’une cellule
de mammifere est la suivante. Premie-
rement, il est nécessaire d’identifier
et de synthétiser un ARN guide com-
posé d’une séquence de 20 nucléotides
ciblant une région d’intérét. Cet ARN
guide doit étre suivi d’une séquence
ARN de 70 a 100 nucléotides formant
une structure secondaire reconnue par
I’enzyme Cas9. Le choix de la région
d’intérét a cibler doit répondre a trois
contraintes. Tout d’abord, cette région
doit étre adjacente a un motif PAM
(protospacer adjacent motif) qui varie
selon I"enzyme Cas utilisée [3, 4].
Ensuite, la région doit étre aussi proche
que possible de I’endroit ol I’insertion
du matériel génétique doit avoir lieu
afin que 'efficacité de recombinaison
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Figure 1. Comparaison de la fluorescence de la sous-unité 62 du complexe AP2 dans des cellules
SUM159 éditées via TALEN (panel de gauche) ou transfectées de fagon stable avec ’ADN complé-

mentaire de 02 (panel de droite).

soit optimale. €Enfin, la région choisie
doit minimiser les risques de clivages
non-spécifiques’.

Le deuxieme élément nécessaire pour
I’édition du génome est I"expression
d’une endonucléase Cas au sein des
cellules a éditer. Uenzyme Cas9, dérivée
de Streptococcus pyogenes, est I'endo-
nucléase qui est la plus utilisée, de
méme que ses variantes, appelées « nic-
kases », qui ne clivent que I’'un des deux
brins d’ADN. De nouvelles méthodes,
fondées sur d’autres types de cette
endonucléase, provenant d’especes de
bactéries différentes, commencent aussi
a étre développées.

Enfin, si les deux premiers éléments
sont suffisants pour éteindre un gene,
I’insertion d’ADN par recombinaison
homologue nécessite une matrice ADN
contenant le matériel génétique a intro-
duire. Cet ADN doit étre encadré de
séquences identiques a celles présentes
de chaque coté de la région du génome
ciblée. Généralement, plus 'insert est
petit, plus I'efficacité d’édition est éle-
vée. Pour insérer la GFP par exemple,
qui possede environ 700 paires de bases

1 Quelle que soit la séquence cible choisie, des séquences
trés similaires peuvent étre rencontrées ailleurs dans le
génome et des clivages a ces endroits peuvent survenir.
On parle de clivage non-spécifique. Certains sites internet
tels que crispr.mit.edu proposent de calculer un score pour
la région choisie : plus ce score est élevé, plus le risque de
clivages non-spécifiques est minime.
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(pb), des séquences de 800 pb en amont
et en aval du géne sont généralement
utilisées. Pour de plus petites étiquettes
(comme un « Flag tag »), des séquences
de 60 a 100 pb de chaque cG4té sont
suffisantes.

Bien que ces trois ingrédients soient la
base nécessaire pour réussir une inser-
tion endogeéne, la recombinaison homo-
logue reste un processus cellulaire tres
inefficace. La capacité des cellules de
la lignée a éditer a étre transfectées
(i.e. leur capacité a internaliser de I’ADN
exogeéne) est un facteur déterminant
pour la réussite (ou I’échec) de I’édition
génique.

Avantage de I’édition de génome par
rapport aux méthodes traditionnelles
de quantification

L'un des avantages majeurs de I’utilisa-
tion des méthodes d’édition génique est
la possibilité d’obtenir une quantifica-
tion précise, absolue et dynamique du
nombre de protéines d’intérét présentes
dans un espace donné. Avant 'arrivée de
ces méthodes, il était nécessaire, afin
de réaliser des mesures quantitatives,
d’utiliser des lignées cellulaires trans-
fectées de maniére stable exprimant
une protéine d’intérét qui était fusion-
née a une protéine fluorescente [5].
Ce type d’étude était complexe et se
confrontait a au moins deux obstacles

fondamentaux, intrinseques au design
expérimental :

1. Les protéines endogénes n’étant pas
étiquetées, des analyses statistiques
poussées étaient indispensables afin
de prendre en compte la proportion de
protéines fantdomes (non étiquetées).
L’édition génique permet maintenant
de mesurer la totalité des molécules
d’intérét, abolissant I'incertitude due
aux protéines fantémes ;

2. Lors de la transfection d’ADN com-
plémentaire exogéne codant pour une
protéine fluorescente, le promoteur et
la queue PolyA?, contrdlant "expression
de la protéine, induisent fréquemment
une production élevée de celle-ci, ce qui
se traduit par sa surexpression. Ainsi,
les risques de modifier les propriétés
biologiques de la protéine considérée, et
en conséquence de la cellule elle-méme,
augmentent et peuvent donc conduire a
des quantifications erronées. La géné-
ration de lignées cellulaires stables est
souvent préférée a I'expression transi-
toire afin de minimiser cet inconvénient,
sans pour autant le supprimer. Grdce aux
méthodes d’édition génique, les cellules
éditées présentent un niveau d’expres-
sion endogene de la protéine, qui est
contrdlé par un promoteur et une queue
PolyA propres au géne étudié.

Un autre avantage de I’édition génique,
que mes collegues et moi-méme avons
pu constater, est que les cellules édi-
tées présentent une fluorescence ayant
un meilleur rapport signal sur bruit de
fond que des cellules transfectées de
facon stable. Ainsi, nous avons intégré
par édition génique, dans le génome de
cellules mammiferes, une étiquette GFP
au sein des deux alleles du gene codant
la sous-unité 62 du complexe AP2 (un
initiateur du recrutement de la clathrine
d la membrane plasmique), au niveau
correspondant a I’extrémité carboxy-ter-
minale de la protéine ([1] et manuscrit
en préparation). Les cellules ainsi éditées

? La queue polyA est une succession du ribonucléotide
adénosine (A), ajoutée a I'extrémité 3’ des ARNm, qui en
augmente la stabilité.



présentent une fluorescence, au niveau
du cytosol, moins importante que les
cellules transfectées de facon stable
(Figure 1). 1l est probable que I’augmen-
tation de la fluorescence que I’on observe
dans les cellules transfectées de fagon
stable et surexprimant AP2, soit le reflet
de "accumulation de protéines au niveau
du cytosol.

L’édition génique a permis de rendre plus
accessible la quantification de molécules
uniques. €lle a permis la création d’une
passerelle entre la biologie structurale, la
biochimie et la biologie cellulaire, néces-
saire pour obtenir cette quantification.
Un exemple notable de cette approche a
été publié 'année derniére pour la quan-
tification de molécules de dynamine dans
des cellules vivantes [6]. La dynamine est
une protéine présente dans le cytosol qui
intervient dans la formation des vésicules
d’endocytose recouvertes de clathrine,
et dans la séparation de ces vésicules a
partir de la membrane cellulaire. Le but
de Iétude publiée était de quantifier le
nombre minimal de dynamine-2 néces-
saire pour séparer une vésicule recouverte
de clathrine, de la membrane plasmique.
La dynamine se multimérise en dimeres
et tétrameres qui s’organisent en hélice
autour d’un tube lipidique, induisant sa
scission par constriction et conduisant in
fine a la séparation de la vésicule d’endo-
cytose [7]. Notre groupe, ainsi qu’'un
autre laboratoire, a montré cependant
que dans des cellules vivantes éditées
qui expriment de fagon endogéne dyna-
min2-EGFP** (i.e. la GFP a été insérée, au
niveau correspondant a Iextrémité car-
boxy-terminale, au sein des deux alleles
du géne codant la dynamine-2), un seul
anneau de dynamine était suffisant pour
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qu’une vésicule de clathrine soit séparée
de la membrane plasmique, bien que plu-
sieurs tours d’hélices puissent néanmoins
étre observés [6, 8].

Inconvénients actuels de I’édition

de génome par rapport aux méthodes
traditionnelles de quantification

Faire fluorescer des molécules grdce a
la méthode CRISPR, ou d’autres tech-
niques d’édition, devrait étre a I'ori-
gine d’importantes découvertes dans
le domaine de la molécule unique. Plu-
sieurs obstacles nécessitent cependant
d’étre dépassés. €n effet, les protéines
fluorescentes utilisées actuellement,
comme la GFP, sont relativement volu-
mineuses. €lles peuvent donc affecter
la fonction des protéines auxquelles
elles sont fusionnées. L'utilisation d’éti-
quettes plus petites, plus brillantes,
et éventuellement plus inertes, devrait
donc représenter la prochaine grande
avancée permettant de visualiser la
dynamique du vivant sans induire de
perturbations au niveau de la cellule.
De méme, I'utilisation de microscopes
plus sensibles et moins phototoxiques,
couplés a ces fluorochromes puissants
et de petite taille, sera une des clés
permettant de quantifier des molécules
uniques avec précision.

Conclusion

CRISPR-Cas9 s’est imposé comme une
vraie révolution pour les sciences du
vivant. Cette technique d’édition a sup-
planté toutes les autres, notamment
parce qu’elle est plus simple et plus
rapide @ mettre en ceuvre. La quantifi-
cation a Iéchelle de la molécule unique
dans des cellules vivantes devient ainsi

> Grace a m/s, vivez en direct les progres
des sciences biologiques et médicales
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plus accessible et plus précise. Cepen-
dant, cette technique doit encore étre
améliorée pour rendre I’édition génique
plus efficace. €n trois ans seulement,
cette technologie a évolué a une vitesse
phénoménale et nul doute que, dans
les années a venir, I’édition génique va
connaitre de nouvelles révolutions. ¢
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