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Des génes sur mesure

de diverses plantes. En 2008, le génome d’un
poisson est modifi¢, puis en 2009 celui du rat, du
tabac et du mais. Grace aux nucléases a doigts de
zinc, ’homme modifie i vivo le génome d’orga-
nismes pluricellulaires. Les nucléases a doigts de
zinc doivent cependant étre fabriquées sur
mesure pour chaque séquence choisie, ce qui est
complexe et coliteux, et elles ont une efficacité
tres variable selon la séquence visée.

QUELTALEN!

En 2010, un nouveau type d’enzyme spéci-
fique de séquence est mis au point par Daniel
Voytas, de Puniversité du Minnesota aux Etats-
Unis, et son équipe. Les biologistes ont utilisé
les motifs d’une protéine bactérienne, TALE.
Chaque motif reconnait un nucléotide particu-
lier sur PADN. En alignant plusieurs motifs, ils
ont fabriqué une protéine spécifique d’une
séquence ADN choisie. Et en couplant cette pro-
téine a la méme nucléase bactérienne que celle
des nucléases a doigts de zinc, ils ont montré
que leur nucléase avec TALE - nommée
TALEN - coupe ’ADN sur la séquence ciblée.

Beaucoup plus souple et fiable, ce nouveau
ciseau spécifique est vite adopté dans de nom-
breux laboratoires. Trois ans plus tard, les
génomes modifiés grace a lui sont multiples:

levure, mouche, poisson, riz ou ver a soie, cel-
lules humaines... Comme les nucléases a doigts
de zinc, cependant, les TALEN sont des pro-
téines congues en fonction de chaque séquence
visée. Leur efficacité reste variable in vivo et
tres réduite si PADN a été modifié chimique-
ment (par des méthylations par exemple), ce
qui est fréquent dans les cellules.

En 2012, Poutil Cas9 permet de s’affranchir
de toutes ces contraintes. Le ciblage de ’ADN ne
repose plus sur une protéine, mais sur un petit
ARN guide que les laboratoires de biologie
fabriquent aisément (voir Pencadré ci-dessous).
Lutilisation de Cas9 pour muter ’ADN de cel-
lules ou d’organismes se répand alors comme
une trainée de poudre parmi les chercheurs, sur
les traces des premiers succes avec les enzymes
TALEN. La mutualisation des moyens accélere
encore sa diffusion: des logiciels en libre acces
déterminent les meilleures séquences d’ARN
guide pour les genes et les génomes ciblés, et des
laboratoires américains mettent a disposition
des constructions génétiques permettant de pro-
duire rapidement ces ARN et ’enzyme Cas9. De
plus, 'introduction de plusieurs ARN guides dif-
férents dans la cellule permet de modifier simul-
tanément plusieurs genes, ce qui est radicalement
nouveau, ou d’améliorer encore le ciblage. >

COMMENT L'OUTIL CRISPR-CAS9 FONCTIONNE

Des biologistes ont détourné CRISPR-Cas9, I'arme de certaines bactéries contre les invasions virales, pour en faire des ciseaux
moléculaires coupant, dans les cellules, I'ADN a un endroit ciblé. Contrairement aux méthodes antérieures pour modifier le
génome, qui nécessitent des enzymes spécifiques de chaque séquence, I'outil CRISPR-Cas9 utilise une méme protéine, I'enzyme
Cas9, pour toutes les situations. Le seul élément spécifique a construire est un ARN qui guide I'enzyme Cas? a I'endroit du génome

a couper. Et les ARN sont bien plus simples a synthétiser que des enzymes...
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Construction d'un ARN guide en
fusionnant les séquences d'un ARN
bactérien (tracr) et d'un ARN
spécifique (complémentaire)

de la séquence d'ADN ciblée.
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ciblé 4 La protéine Cas9 coupe

les deux brins de I'ADN

en un endroit précis. 'ADN
peut éfre réparé par
recombinaison avec un
ADN homologue synthétisé
et injecté dans la cellule.

3 Introduction de I'outil
CRISPR-Cas9 dans
la cellule. Cas9, avec
I'ARN guide, trouve
la séquence
d'ADN ciblée.

ADN de
synthese
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