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ISPR-Cas9 - comment cela marche?

GénoToul Société

02



CRISPR/Cas9 et I'édition des génes — une révolution?

* CRISPR/Cas9
/ . VT " CRISPR IS COMING TO AGRICULTURE -
M une nucléase ciblée ("site directed nuclease" ou SDN) WITH BIG IMPLICATIONS FOR FOOD

parmi d'autres (zinc finger, méganucléase, TALEN) FARMERS, CONSUMERS AND NATURE
m plus facile a mettre en ceuvre que les autres SDN T el

m permet de toucher plusieurs genes a la fois

ma la portée de la majorité des laboratoires de biologie

Végéta Ie Precision Genome Engineering and Agricufture:
T . . Opportunities and Regulatory Challenges
e L'eédition des genes sensu strictu (remplacement ol
de 1 ou plusieurs nucléotides)
B monnaie courante chez des microorganismes Anew breednfedﬁs
(bactéries, levure) depuis des décennies ot i e g iy

mrécent chez les végétaux

& CRISPR-Cas9 rend I'édition des genes de végétaux accessible a des milliers de laboratoires
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Mécanisme CRISPR/Cas9: (i) la coupure de I'ADN

— Design et production de CRISPR-Cas9

— Introduction de CRISPR-Cas9 dans la cellule végétale et le noyau
— Reconnaissance du site prédéterminé dans I'ADN
— Coupure de I'ADN

Cas9+gRNA

= CRISPR-Cas9 permet de couper le génome a un site unique et prédéterminé
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Mécanisme CRISPR-Cas9: (ii) la réparation de la cassure

* Réparation parfaite R:Zarlfr:ittl: ! \l' SDN (CRISPR/Cas9 ou autre)
« SDN1 (sans matrice) e
— Inactivation de gene sans matrice avec matrice ™ 5yec matrice contenant
* SDN2 (en présence d'un géne modifié) / hi:“:é?:c?é“e ADN étranger
— Edition de gene a une ou plusieurs v >
positions N D q F (S
* SDN3 (en présence d'un ADN étranger NHEJ I
entre extrémités homologues) MMEJ RH‘ll RH‘ll
— Insertion ciblée d'un transgene dans le P P O
genome SDN1 SDN2 SDN3
Geéne inactivé Geéne édité Insertion

ciblée

% La modification de I'ADN se fait lors de |la réparation de la cassure par la cellule végétale
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Evolution de la technologie CRISPR-Cas9

* Remplacement de la Cas9 par d'autres protéines

— CPF1
— reconnaissance ADN/ADN plutot que ARN/ADN

* Perfectionnement de l'introduction dans la cellule
— sous forme d'ARN ou protéine
e Autres fonctions que nucléase (deadCas9)

— marquage fluorescent de sites
— modifications épigénétiques ciblées (méthylation, chromatine)
— modifications ciblées des sites de recombinaison

& Effervescence d'innovation autour de CRISPR-Cas9
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CRISPR-Cas9: élargissement réfléchi de la base génétique

e Sjtuation hypothétique I référence mais  sensible

\ , [ N I variété 1 sensible

— Absence de gene de résistance contre un DR varicté 2 sensible

pathogene dans la variabilité naturelle du mais I variété 3 sensible

— Connaissance d'un géne de résistance chez le TN variété n sensible
sorgho

| référence sorgho sensible

— Connaissance des bases importantes | e _
/ . . ;. | | variété 1 sensible
— Présence du gene mais pas de la forme résistante —) 3 varisté 2 résistant
. N7
chez le mais [ | variété 3 sensible
* CRISPR-Cas9 |

. : , . T
— Mais devient résistant grace a I'édition de 2 bases ®— variété n sdite | ECISEREN

| variété n sensible

& CRISPR-Cas9 fournit des alléles absents dans la variabilité naturelle de I'espece

10 nov 2016 GénoToul Société




CRISPR-Cas9 — limitations et promesses

* Pré-requis pour la mise en ceuvre
— Connaissances préalables
* quel(s) gene(s) éditer pour obtenir un trait agronomique donné?
« quelle(s) modification(s) apporter a ce(s) gene(s)?
— Maitrise de l'ingénierie cellulaire
* dans l'espece et le génotype d'intérét
* idéalement sans introduction d'ADN dans le génome
* Intérét de la technique
— Outil trés puissant en recherche pour la connaissance
* modification ciblée de genes, observation des propriétés des plantes obtenues, conclusions sur la
fonction des genes
— Obtention de plantes avec de nouvelles caractéristiques

* obtention d'alleles (variantes) de génes absents dans la variabilité naturelle, essentiels pour un
trait d'intérét

& CRISPR-Cas9 nécessite connaissances et technicité, élargit la base génétique
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ISPR-Cas9 —applications en agriculture
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SDN1 (inactivation) — preuves de concept

e Résistance au mildiou chez le blé

* Résistance au TYLCV chez le tabac

e Résistance a 3 potyvirus chez le concombre
* Nanisme chez |'orge

* Huile plus riche en acide oléique chez le soja
* Amidon sans amylose chez le mais Waxy

e ....autres...

* Projet GENIUS
— modification de I'amidon chez la pomme de terre
— gametes diploides chez le mais
— architecture de la racine chez le riz

Iicdechnobogy

to powdery mildew

Simultaneous editing of three homoeoalleles in
hexaploid bread wheat coniers heritable resistance

Molerlar Plasct Putlodogs &

e i

Development of broad virus resistance in non-transgenic
cucumber using CRISPRICas9 technology

CRISPR/Cas9-mediated viral interference in , imena
lants

®

RESEARCH Dipen Aeowiy

Induction of targeted, heritable mutations -
in barley and Brassica oleracea using
RMNA-guided Cas9 nuclease

§1|-:-|1-.-.:-r nolagdy aab

TR e IT LD 1

the fatty acid desaturase 2 gene family

Jl=a

I T

Improved soybean oil quality by targeted mutagenesis of

CRISPR-edited crops free to enter market, skip regulation

DasPmst Fioress s high anylapectin gor i thi s CRISPR-sditd glani kel s bygpass USO8
avermght

= L'inactivation ciblée des genes est aujourd'hui maitrisée chez de nombreuses espéeces
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SDN2 (édition de genes) — preuves de concept

e Résistance a I'herbicide BS (bispyribac sodium)

chez le riz et autres especes

* Rendement mais sous contrainte hydrique

* Projet GENIUS

— résistance au potyvirus chez la tomate
— tolérance a la salinité chez le riz

Molecular Plant CelPress
L

i i b Ecior et e

Engineering Herbicide-Resistant Rice Plants
through CRISPR/Cas9-Mediated Homologous
Recombination of Acetolactate Synthase

aab jse=

A By el 1B} o — 1 -

ARGOSE variants generated by CRISPR-Cas? improve
maize grain yield under field drought stress conditions

= L'édition des genes sensu strictu reste actuellement techniguement délicate
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CRISPR-Cas9 — quels traits?

* Absence de lien entre technique et trait agronomique (sauf OGM)

utilisation efficiente nutriments moins intrants
résistance aux maladies moins pesticides
» tolérance au stress abiotique changement climatique
conversion biomasse bio-énergie
biofortification santé
aptitude a I'association agro-écologie

médicaments

vaccins

nouvelles molécules

& CRISPR-Cas9 peut étre utilisés pour une large gamme de traits
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Remarques pour une discussion sereine

e CRISPR-Cas9 — une révolution qui fait des miracles tout seul?
— Autres leviers pour relever les défis de I'agriculture
* sociétal (habitudes alimentaires, gaspillage)
» économique (acces a la surproduction)
* agronomique (labour, traitements, rotation)
« génétique (semences paysannes, génétique classique, sélection génomique)
— Utilisation des plantes issues de CRISPR-Cas9 dans des systemes de culture adaptés
e CRISPR-Cas9 — des amalgames fréquents

— Systeme de culture
* monoculture tout comme rotation tout comme association intra- et inter-especes
 agriculture intensive tout comme extensive (AB)
— Acteurs socio-économiques
* multinationales tout comme petits et moyens entreprises (CIBUS, Calyxt etc)
- "oGgMm"
* statut reste a clarifier
— Modele de I'agriculture
* agriculture industrielle tout comme exploitations a taille humaine

& Acceptation de la technique # acceptation d'un type d'agriculture
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RISPR-Cas9 - le dilemme du législateur
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La situation actuelle

* Des plantes ayant perdu un gene sont soumis a des

traitements réglementaires différent, si obtenues par: e e
— mutation naturelle pas de reglementation

— insertion transposon endogene  pas de réglementation

— irradiation OGM dérégulé

— mutagenese chimique OGM dérégulé

— insertion d'un transgene (ADN-T) OGM
— forcage génétique CRISPR/Cas9  ?7??
— action de CRISPR/Cas9 77?7
* Questions ouvertes
— Evaluation du processus ou du produit?
— Adéquation du cadre réglementaire existant?

= Le Conseil d'Etat a saisi la cours européenne de justice
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CRISPR-Cas9 et transgenese

o » |
CRISPR-Cas9 SDN| B
;b +>
/ SDN

5 SDN

un trait a améliorer

|
Transgenése | | | | I 7]

2 génes impliqués dans I/

— Précision
* intervention directe sur le
gene d'intérét
* absence d'ADN
supplémentaire dans le
génome (si SDN ségrégé ou
en transitoire)
— Limitation
* modification de |'existant

& CRISPR-Cas9 est plus précis mais aussi plus limité que la transgenese
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CRISPR-Cas9 et mutagenese aléatoire

I I (LR (A
;> % \ > \ > L»

Mutagenése
aléatoir

2 génes impliqués dans
un trait 8 améliorer SDN| B | | | | |

SDN| B
SDN

SDN

—Vitesse
* peu de générations
— Précision
* modifications prédéterminées (pas aléatoires)
* modifications multiples (plusieurs génes ou plusieurs sites dans un gene)
* peu ou pas de modifications ailleurs dans le génome ("off target")

& CRISPR-Cas9 est plus rapide, précise et puissante que la mutagenese aléatoire
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Statut reglementaire (CRISPR-Cas9)

SDN

expression transitoire ou

SDN sous forme d'ARN ou protéine

SDN
\

intermédiaire
avec "bistouri"

Appellation
non-

transformé

ségrégant
nul

forgage
génétique

Processus

sans
introduction
d'ADN dans le
génome

étape
intermédiaire
avec nucléase
dans génome

étape
intermédiaire
avec nucléase
dans génome

Produit

mutant

mutant

nucléase dans
génome et
mutant

= Les différentes facons d'utiliser CRISPR-Cas9 peuvent influencer leur reglementation
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RISPR-Cas9 — questions éthiques
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Questions éthiques

 Similaires a celles posées autour des mutants induits et des OGM

* Quel impact sur I'environnement et la santé humaine si 'homme
— fait une dissémination de plantes avec des caractéristiques de mutants mais obtenues
par ingénierie cellulaire?
— accumule plusieurs mutations dans un seul gene en une seule génération?
— transgresse la barriere entre especes?
— fait une dissémination forcée dans une population ("gene drive")?
— accélere la fréguence de nouveau matériel génétique dans la nature?

* Etude approfondie risque/bénéfice

= CRISPR-Cas9 ne pose pas de questions éthiques fondamentalement nouvelles
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Conclusion

* CRISPR-Cas9

— Principes partagés avec sélection classique
* Mutation
— Particularités
* Provocation de modifications ciblées de I'ADN
* Selon les cas: présence ou pas du transgene nucléase
— Limites
* Connaissances préalables
* Maitrise de l'ingénierie cellulaire
— Promesses
* Précision accrue dans la modification de I'ADN
* Gain de temps par la diminution du nombre de générations
* Application a tout trait d'intérét agronomique ou écologique
* Elargissement réfléchi de la base génétique
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