UN GENOME SOUS INFLUENCE

> laboratoires. Pour découvrir ce nouvel outil, il
suffisait de se pencher sur les bactéries, expertes
en manipulation de ’ADN depuis des milliards
d’années, et sur leur systeme de défense.

En 2007, deux biologistes francais de la
société Danisco, au Danemark, Rodolphe
Barrangou et Philippe Horvath, et ’équipe de
Sylvain Moineau, de l'université de Laval, a
Québec, annoncent qu’ils ont réussi a immuniser
une bactérie alimentaire, Streptococcus thermo-
philus, contre un virus. De plus, ils prouvent que
les rares bactéries qui ont résisté a ’attaque
virale se défendent en conservant dans leur
génome une partie de ’ADN du virus qui les a
infectées. Ce «souvenir» du passage viral leur
permet de parer a toute nouvelle intrusion du
virus. Mieux, ces bactéries disposent d’une
«bibliotheque» de souvenirs des infections pas-
sées dans leur chromosome, qui leur permet de
reconnaitre tout nouvel ADN étranger déja ren-
contré, qu'il provienne d’un bactériophage ou de
plasmides, c’est-a-dire des molécules d’ADN
circulaires.

LA MEMOIRE DES BACTERIES

Cette bibliotheque, dont le rdle intriguait les
microbiologistes depuis des années, avait été
nommée CRISPR (acronyme anglais pour
«courtes répétitions palindromiques groupées et
régulierement interespacées»). Il s’agissait, en
fait, de lamémoire des récentes agressions virales
subies par la bactérie et ses ancétres au cours de
leur vie. Insérer un fragment d’ADN d’un nou-
veau virus dans ces séquences, comme l’ont fait
Rodolphe Barrangou, Philippe Horvath, Sylvain
Moineau et leurs collegues, donnait a la bactérie
la capacité de résister a ce virus. En héritant des
séquences CRISPR ou en se les transmettant, les
bactéries acquéraient une mémoire des agres-
sions virales subies, et méme une immunité
contre elles. Les bactéries étaient donc elles aussi
dotées d’un systeme immunitaire adaptatif.

Les recherches bio-informatiques sur le
systeme CRISPR ont révélé qu’il est présent
dans environ 50% des bactéries et 90% des
archées connues. Sa séquence contient non
seulement des échantillons I’ADN étranger,
mais aussi les genes de plusieurs enzymes nom-
mées Cas (pour «CRISPR associées»).
Celles-ci assurent le stockage de ces fragments
dans le chromosome bactérien et leur utilisa-
tion, sous forme de copies ’ARN complémen-
taire (voir Pencadré page ci-contre), pour
reconnaitre et détruire le nouvel ADN viral
introduit. Trois types de systeme CRISPR
avaient été mis au jour parmi les bactéries,
chaque espece étant dotée de 'un d’eux
(aujourd’hui, on en connait cing types). Il res-
tait a comprendre comment il fonctionne.

En 2011, les chercheurs francais découvrent
avec des collegues lituaniens que, dans le sys-
teme CRISPR de type II, une enzyme, Cas9, peut
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DECOUVERTES CLES

1953

La structure de PADN

et son role dans le transfert
de Pinformation génétique
(prix Nobel 1962).

1970

Des enzymes bactériennes,
dites de restriction, coupent
des séquences spécifiques
de PADN. Premiers outils
de caractérisation et de
manipulation spécifique de

PADN in vitro (prix Nobel 1978).

1983

La réaction en chaine

par polymérase (PCR)
permet de multiplier

les séquences d’ADN in vitro.
La caractérisation et la
manipulation de séquences
d’ADN in vitro deviennent
possibles pour la plupart des
ADN trouvés dans la nature
(prix Nobel 1993).

1989

Premiere modification
ciblée du génome

d’un animal, la souris
(prix Nobel 2007).

1989 - 2012
Mise au point de ’outil
CRISPR-Cas9, permettant
des modifications multiples
ciblées de tout ADN in vivo.

aelle seule reconnaitre et couper spécifiquement
un ADN étranger quand la bactérie dispose d’une
copie de cette séquence dans son site CRISPR.
La méme année, 'une de nous (Emmanuelle
Charpentier), alors a l'université d’'Ume3, en
Suede, montre qu'un petit ARN spécifique
—nommeé tracr — est nécessaire a ’enzyme Cas9.

Lors d’une infection, la séquence CRISPR
est transcrite en une copie sous forme d’un
long ARN contenant tous les ARN complémen-
taires des ADN viraux engrangés. I’ARN tracr
s’hybride avec ce long ARN, entre les ARN
viraux. Il forme ainsi des sortes de reperes qui
permettent a une autre enzyme, en présence
de Cas9, de débiter le long ARN de CRISPR en
ses séquences d’ARN d’origine virale et d’asso-
cier chacune a une enzyme Cas9.

UNE ENZYME ET UN ARN GUIDE

Désormais, Emmanuelle Charpentier
connaissait le cocktail pour programmer in vitro
une coupure de ’ADN & un endroit précis. Il
devait comporter 'enzyme Cas9, une copie de
’ADN ciblé sous forme d’un petit ARN complé-
mentaire, et un autre petit ARN - tracr — propre
a Penzyme. En 2012, avec ’équipe de Jennifer
Doudna, de 'université de Californie, a Berkeley,
Emmanuelle Charpentier et son équipe ont mon-
tré qu’il était possible de réunir les deux petits
ARN en un seul ARN guide pour 'enzyme Cas9.
Et que PARN ainsi construit était a lui seul suffi-
sant pour guider 'enzyme Cas9 jusqu’a n’im-
porte quelle séquence d’ADN visée in vitro. De
plus, enzyme s’est ensuite révélée plus efficace
dans les cellules eucaryotes avec PARN guide
unique plutdt qu’avec la combinaison des deux
ARN du systeme CRISPR bactérien d’origine.
Une chirurgie précise et universelle des génomes
pouvait commencer. Cela faisait suite a une
longue histoire pour modifier d’'une maniere de
plus en plus controlée le génome des
organismes.

Modifier ’ADN est le seul moyen de chan-
ger durablement une cellule ou un organisme.
Bien avant que le role de ’ADN en tant que
support de 'information génétique n’ait été
établi en 1944, Phomme a fait des croisements
au sein d’especes animales et végétales pour
sélectionner les traits héréditaires qui l'intéres-
saient, et donc les génomes qui en étaient res-
ponsables. Cette sélection reposait sur
l’apparition aléatoire, au fil des générations, de
rares mutations dans PADN.

Mais a partir des années 1920, on a découvert
des moyens de produire des mutations. Le géné-
ticien américain Hermann Muller a montré que
’exposition aux rayons X accélere 'apparition de
mutations chez la mouche, ce qui lui vaudra le
prix Nobel de physiologie ou médecine en 1946.
Puis des produits chimiques s’attaquant a ’ADN
se sont révélés eux aussi mutagenes. Plus récem-
ment, on utilise aussi des virus capables de





