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Variabilité et ingénierie de ’'ADN

Partie-1: fidélité et variations dans le genome




Fidélite et variations dans le génome
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Fidélite et variations dans le génome

Les variations de nos génomes apparaissent de maniere aléatoire

1- Si corrigés par la cellule -> participent a la stabilité du génome

2- Si non-corrigés par la cellule:

* 95% sont neutres (sans effet) -> utile dans leur reflet de |la migration des populations a travers le monde
e Variants conférant un avantage -> permet aux populations d’évoluer et de s'adapter a un environnement, des pathogenes,

régime alimentaire, etc. - > effet sélection positive

e Variants déléteres : maladies génétiques -> apparaissent puis disparaissent des populations

i

Les variations déléteres se produisent par les mémes mécanismes que les variations neutres ou avantageuses et
représentent donc un changement par rapport a ce qui est considéré comme la référence (ou le type sauvage).




Variabilité et ingénierie de ’'ADN

Partie-2: les types de variations, leurs origines et reparations
1- les substitutions




Les substitutions

1- Description

réference ATGGTGCACCTGACTCCTGGGGAGAAGTCTGCC
substitution ATGGTGCACCTGACTCCTAGGGAGAAGTCTGCC

changement d’'information: message potentiellement different

transitions transversions
G <+ A purine <— purine G=-—> C
- rimidine «— pyrimidine -
¢ ! PY Py G T purine <—» pyrimidine
A <-— (C
A <> T




Les substitutions

2- Origines

a- Erreurs lors de la replication (polymerase) Effet lors de la réplication si non-réparé
b- Altérations chimiques sedliencelmiiee
ancien brin
Exemples: déamination (perte d’un groupe amine (NH2 ;L
P (P group ( ) La deamination U "
change un C N
(8) DEAMINATION en U T N N
cytosine il ‘ t Nouveau brin
s H,O O 5" U 3’ Un G a é,té
v S H N/H X . I transforme en
g L - A G A
| | ' 5’
-g H” °N™ 7O H” °N™ 7O . REPLICATION DE
Vo p NH; P L’ADN Nouveau brin
O O ) & 6 0
11 I?I I
Brin d’ADN Brin d’ADN ancien brin
Séauence inchangée
" He _H
c / _ _
[ } H, O + TABLE 5-3 Endogenous DNA Lesions Arising and Repaired in a
S s H.C H Diploid Mammalian Cell in 24 Hours
> 3 \ 3 /
_; ‘ N _ ‘ N DNA lesion Number repaired in 24 hr
% /k W /k Hydrolysis
g H N © 3 A © Cytosine deamination 100
; | | e
5-Methylcytosine deamination 10
5-methylcytosine thymine

Adapte de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



Les substitutions

3- Réparations:

a- RAPPEL (voir cours réplication):
reparation lors de la réplication

Correction sur épreuve (proofreading)

ADN polymerase

Brin chablon

P 0 6 6 6 o &

LA POLYMERASE AOUTE UN
NUCLEOTIDE INCORRECT

3’
B 6 0 0 0 6 @

RETRAIT DU NUCLEOTIDE
PAR “CORRECTION SUR

EPREUVE’ =%
p 6 0 6 6 6 &l /

3! 5/

UN APPARIEMENT CORRECT DE LA

FIN 3 PERMET L'ADDITION DU
NUCLEOTIDE SUIVANT

P 0 6 6 6 0 o &

B B~

lLA SYNTHESE CONTINUE DANS LA

DIRECTION 5 VERS 3’

Réparation des mésappariements (mismatch)

Me
: CTAG -
Me

Réplication 1

Erreur de réplication induit in
meésappariement A-C

Me |
CTAG C

Les adénines non-méthylées, cible le
brin qui a besoin de réparation

1

__Me :
—. YA [ (i I e
CTAG

Le brin non-méthylé est

degrade

Me
- GATC A

CTAG s T
1 La synthése d’ADN

corrige I'erreur

Méthlylation
Me
- GATC A
CTAG s T
Me

Adapte de Lewin’s GENES XlI et de Molecular Biology

of the Cell, 7th edition



Les substitutions

3- Réparations:

Les mésappariements sont visibles

a- RAPPEL (voir cours Réplication):
reparation lors de la réplication

b- réparation par excision de bases (BER)

Adapte de Lewin’s GENES XllI et de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



(A) REPARATION PAR EXCISION
DE BASES (BER)

Les substitutions

C déaminé

/
s : G CTUATCC
3' ReparathnSZ i udNTRRTRY TR | Paires de bases liés
. , . . 3 - . _ par ponts hydrogenes
a- RAPPEL (voir cours Replication): CGAGTAGEG

réparation lors de la réplication
URACILE-ADN

u = GLYCOSYLASE

b- réparation par excision de bases (BER)

Y

| Le BER est utilisé typiquement pour les modifications de | S e AN

' bases mais aussi pour les cassures simples brins ou lors | it
' __delapresence d'uracildans 'ADN |

CGAGTAGAG

ENDONUCLEASE “AP” ET
A PHOSPHODIESTERASE

ENLEVENT LE SUCRE-

PHOSPHATE

L& BER fonctionne pendant Fentier du cycie celaire of |

\

GCT AT CC

Hélice d’ADN

avec un trou

d’un nucléotide
CGAGTAGAG
ADN POLYMERASE AJOUTE UN
NOUVEAU NUCLEOTIDE EN UTILISANT
L’AUTRE BRIN COMME MATRICE; UNE
Y ADN LIGASE FERME LE TROU

GCTCATCC

CGAGTAGG
Adapte de Lewin’s GENES XllI et de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



Les substitutions

4- Exemple:

chr11 HBB
variation |ATG GTG CAC (CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT GCC GTT ACT

neutre

ATG GIG CAC CIG ACT CCT GAG GAG AAG TCT GCA GIT ACT

alanine —» alanine

variation

ATG GIG CAC CIG ACT CCT GAG GAG AAG TCT @CC GIrv  AcCT
non-neutre

ATG GIG CAC CIG ACT CCT GTG GAG AAG TCT GCC GIT  ACT

i glutamine —» valine }

EM Unit, UCL Medical School, Royal Free Campus, Wellcome Images
Variation a I’état hétérozygote Variation a I’état homozygote:

1- La plupart du temps sans effet Effet nefaste: anémie falciforme
2- Effet positif de protection contre les

symptomes de la Malaria




Variabilité et ingénierie de ’'ADN

Partie-2: les types de variations, leurs origines et reparations

2- les insertion/deletion (indels)



Les insertion/délétion (Indels)

1- Description

réference ATGGTGCACCTGACTCCTGGGGAGAAGTCTGCC

deletion ATGGTGCACCTGACTCCT=GGGAGAAGTCTGCC
deletion ATGGTGCACCTGACTCCT i o e TGCC

insertion ATGGTGCACCTGACTCCTGAGGGAGAAGTCTGCC
insertion ATGGTGCACCTGACTCCTGATGCTATTAGCGGGAGAAGTCTGCC

changement d’'information: message potentiellement different



Les insertion/délétion (Indels)

2- Origines

a- Perte de base spontanee

Exemple: dépurination (ici: perte de la base G ou A)

(A) DEPURINATION

O
_H

N
=
NEOF N

P

|
;O: guanine H

Brin d’ADN

H,O
L\ )
O
H
/N >
H-< ’ /k /H
'TJ N N
H ﬂ{

P

O. OH
Sucre phosphate
apres
dépurination
Brin d’ADN

TABLE 5-3 Endogenous DNA Lesions Arising and Repaired in a
Diploid Mammalian Cell in 24 Hours

DNA lesion

Depurination

Number repaired in 24 hr

Hydrolysis

18,000

(B)

Fixation de la délétion (ou insertion)
lors de la réplication si non-réparé

La dépurination
enleve ici un A

;

Séquence mutee

ancien brin

1 Nouveau brin

Une paire de base A-T a
I " I ete enlevé
T

REPLICATION
DE L’ADN Nouveau brin
11 i A 11
1l
T
ancien brin

Séguence inchangée

Adapte de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



Les insertion/délétion (Indels)

2- Origines

a- Perte de base spontanee
b- Modificateurs exogenes

Effet lors de la réplication si non-réparé
Exemple: dimeres de thymines

| DIMERE DE THYMINES CONSEQUENCE
I
thymine O O Le dimere de
. O O\ A Oxu CH3 I CH3 I thymines tord le
/C—N\ e g N duplex
N =0 N C:O Thymlne N
l-/|C C uv radlatlon O\H C D) 0
P M3 \C ,lj_l \CH3 o O
O O H / o C |
N X =0 N % N
g - — \ C< | N/L " ) |
o v 2, N0 0
§ \CH3 dimere de th .
| thymine ymlnes Radiation UV
Brin d’ADN 4 Brin d’ADN adiation
La polymerase ne
peut pas lire
correctement et fait
c- Cassures double-brin mal répareée (voir chapitre suivant) des erreurs

(p.e. deletion)

Adapte de Lewin’s GENES XllI et de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



Les insertion/délétion (Indels)

3- Réparation R
, : . , _ Le NER est similaire au réparations des j
a- Reparation par excision de nucleotides (NER): mésappariement (mismatch: voir cours
précédent). Cependant, il fonctionne pendant
I’entier du cycle cellulaire et pas seulement

durant la réplication...

(B) REPARATION PAR EXCISION DE NUCLEQOTIDES (NER)
Dimere de pyrimidine (ici CT)

|
’l

/\
CTACGGTCTACTATGAG

. .. BN . T }Pairesde bases liées
11 111 111 I 11 111 1] par ponts hydrogénes

i Le NER est utilisé principalement pour les |
dégats provoqués par les ultraviolets,
typiquement les dimeres de pyrimidines

(incluant dimeres de thymines). :ff

3l
GATGCCAGATGATACC

NUCLEASE
D’EXCISION

/\
CTAvCGGTCTACTATGvG

GATGCCAGATGATACC

/\
EEGETECTAETATEG
ADN N,
HELICASE
ADN POLYMERASE AJOUTE DE
! NOUVEAUX NUCLEOTIDES EN UTLISANT
o . ’AUTRE BRIN COMME MATRICE: UNE CTACGGTCTACTATGG

ADN LIGASE FERME LE TROU
Hélice d,ADN — - : I "L.4, | - - . I - - I "R
avec une trou de

12 nucléotides GATGCCAGATGATACC

CATGCCAGATGEGATACC Adapté de Lewin’s GENES XII et de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



Les insertion/déletion (Indels)

4- Exemple:

a- Mutation dans un des genes du systeme de reparation
par excision de nucleotide (XPA, XPB, XPC,...)

b- Extreme sensibilite au soleil (peau, yeux), peau
ecailleuse et seche, ulcérations des cornees...

c- Developpement de cancers de la peau apres exposition minimal

s 1
i&" -

Tumara et al.,, 2014: PMID: 24417420




Variabilité et ingénierie de I'’ADN

Partie-2: les types de variations, leurs origines et reparations

3- la réparation des cassures double-brin



La réparation des cassures double-brin

1- jonction d’extremitées non-homologues (NHEJ)

JONCTION D’EXTREMITES NON-HOMOLOGUES (NHEJ)

3 Y 3 tles cassures double brin sont principalement causee par:
? > i- des rayonnements ionisants (type rayons X)
NUCLEASE t Nt :
SREPARE LES \- des erreurs lors de Ig repllpatlon o
EXTREMITES DE - recombinaison dirigée (voir recombinaison VDJ) ¢
\/

LIGATION PAR
ADN LIGASE

\/

A
Délétion de sequence d’ADN

CASSURE REPAREE MAIS PERTE/GAIN
DE NUCLEOTIDES (INDELS) AU SITE DE
REPARATION

Adapte de Lewin’s GENES XllI et de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



La réparation des cassures double-brin

SpeakUp

https://web.speakup.info/room/join/48216

QUIZZ: combien de “cicatrices” NHEJ en
moyenne dans une cellule de 70 ans

A- 20

B- 200

C- 2000

D- 20000



La réparation des cassures double-brin

2- recombinaison homologue (RH)

phases S et G2, lorsque I'ADN est en cours de
replication ou vient d'étre réplique, et qu'une

(B) RECOMBINAISON HOMOLOGUE

cassure double-brin —___

o

5 —

5/ 3’1 ADN Molecules chromatide sceur proche est disponible. :}
3' 51 ] endommaqé d’ADN A I A A S e A A A T N A PO TS A A A SN S SR A A DS
gj g:“ ADN intact homologues

PREPARATION DES EXTREMITES CASSEES
PAR DES NUCLEASE SPECIFIQUES

\/

CASSURE DOUBLE-BRIN PRECISEMENT REPAREE
PAR UNE ADN POLYMERASE ET UNE LIGASE

UTILISANT L’ADN INTACT COMME MATRICE GRACE
YA SA COMPLEMENTARITE

LA CASSURE EST REPAREE AVEC
MOINS DE INDELS QU’AVEC NHEJ

Adapte de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



La réparation des cassures double-brin

2- recombinaison homologue (RH)

ADN POLYMERASE SYNTHETISE LE NOUVEAU BRIN
UTILISANT LE BRIN INTACT COMME MATRICE

5’ 3
3’ Y 5/
cassure double brin , ‘
v _ 3 _
5: ey
- —/Duplex de jBRIN ENVAHISSANT RELACHE
3 | |10/ SCUIES
5 e | d°ADN 5’ 5’
RESECTION: DIGESTION DE 3 2
LUEXTREMITE 5’ DU BRIN CASSE g:—
e
P, - £ 2 lSYNTHESE D’ADN CONTINUE
! 5’
B A__———————— :
R ——————— 3
JINVASION DU BRIN PAR APPARIEMENT DE Bl ___————
e ———————————————
PAIRES DE BASES COMPLEMENTAIRES >

5’ jLIGATION
3 5 5’
J ;
3!
3’ _
.

‘ CASSURE DOUBLE-BRIN EST PRECISEMENT REPAREE

Adapte de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



Variabilité et ingénierie de ’'ADN

Partie-2: les types de variations, leurs origines et reparations

4- les répétitions



Les repetitions

1- Description

réference ATGGTGCACCTGACAGCAGCAGAGAAGTCTGCC
repeétition ATGGTGCACCTGACAGCAGCAGCAGCAGAGAAGTCTGCC

Origines: erreurs lors de la réplication, parfois liees avec des formes non-canoniques de I’ADN

\/\/\/\/LLLL Lors de la réplication Changement dans le nombre de répétitions d’une séquence |
, |

) (Aussi valable pour la . smple

£ transcription)

/\f\.

iLes formes non-B formant des épingles d'ADN simple-brin: |
i- en amont de la fourche: contractions de répétitions. |
\- en aval de la fourche; expansions de répétitions.

\- Les raisons mécaniques pour laquelle cela se passe ne |
| sont pas encore tres claires ;'

AVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVA

Helicase

[/ Aa

E
AV O

* Bloquage de la réplication
* Perte/augmentation de séquences
repétées




Les repetitions

2- Exemple: chorée de Huntington HTT 25Gin HTT 94Gln

a- Mouvements irrepressibles: “choree”

b- Troubles cognitifs aboutissant a une demence

c- Troubles psychiatriques

d- Se manifeste entre 35 et 50 ans

e- La maladie et son expression sont liees a une repetition

de CAG (Glutamine: GIn) dans le gene codant pour la
Huntingtine (HTT)

LiLi et al., eLife 2016
(5-35x) -

His Ser| GIn GIn GIn Gln |Val lle

b b
non-pathologique CAT TCA|CAG CAG CAG ... CAG|GTA ATC

pathologique CAT TCA|CAG CAG CAG ...CAG CAG CAG CAG|GTA ATC

‘oot N T T A
His Ser| GIn GIn GIn GIn GIn GIn GIn|Val lle

(36-100x)



Variabilité et ingénierie de I'’ADN

PAUSE



Variabilité et ingénierie de ’'ADN

Partie-2: les types de variations, leurs origines et reparations

5- les variants structuraux (SVs)



Les variants structuraux

1- Description

deletion insertion duplication inversion translocation

l

— —_—

_>




Les variants structuraux

2- Origine
~  Crossing over inégaux cassures double-brin mal Clivage des région non-B
, , . . [
reparees sont 'une des origines D \/\7
it s sl sa o | des variants structuraux LS| Z
misalign during crossing over,... L( 2
7 ~
L AL
‘\,\/\7 ‘l]/\l > Nucléases de
Cassure double-brin spontanée (ou (‘\ 7 Iz réparation
induite par des rayons X) Z 3 L 2 _
\
5" o 3’ éz, N & v
3’ 5" AV N S VAVAV VAV B
Mauvaise réparation entre deux N In'stgt?ilité
cassures double-brin distantes... D=2 genetique
v v S Z AVAVAVAVAN
% — ] 3 & >
3’ | 5' é 'Q,)
réparation induit - .
l e délétior VAP %
S
! v !
> 2 MOV 2
: R , N
Il N’y a pas de systéeme de ~ MAZA AN

Misalignment Unequal crossing over

(Voir suite du cours) ~_reparation dedie decrit |

Adapte de Wang and Vasquez, Nat. Rev. Gen. 2023
Adapte de Lewin’s GENES XllI et de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



Les variants structuraux

3- Exemple

Syndrome 13q deletion * Plusieurs délétions couvrant la meme région du

chromosome 13

gg 8“ za gi ‘g » Variations possibles dans les points de cassure
| . % o -~ . « Généralement: retard de croissance, retard intellectuel et
. . . . . malformations congénitales

e Lorsgu’elle inclut le gene RB -> augmentation du
risque de rétinoblastome

08 RE AR §7% A XL A5 B8
GhAsBA  xaiax N W

XX €% Anx &%
KX XX A~ &% 13 del(13q)

Bacher et al., 2015 Mediterr J Hematol Infect Dis.




Variabilité et ingénierie de ’'ADN

Partie-2: les types de variations, leurs origines et reparations

6- les élements transposables



Transposons et retro-transposons

1- Description

Transposase

0@

> Transposase. (—

o N
O - | lh)
ﬁ

Transposon ADN |
“couper coller” |

|

-

Attachement de Excision

la transposase

Retrotransposon
LTR
“copier coller”

Gag Reverse transcriptase
| | T W
-?4 dd \ »-

Protease

;’ RNA polymerase

Intc'gmw

Transcription
inverse:
ARN->ADN

Transcription

Origine
- Pour certains types: origines virales
- Liés a I’évolution du génome (séquence autonome pour certaine)

o——

[ransposase ‘

I ;" ]‘|f(";‘(

000
0°°9%0%_

OO

RNA o

’m\A

Oooo

O
O
O
O
O
O
O

Qo

o
©00000°

Fonction:

- Régulation génique

- Evolution

- Structure du chromosome

| reparation dédie decrit mais plutot |

— | T=» Transposase <=

Intégration

M Integrase

———
Transport de

I’ADN
complémentaire Intégration
dans le noyau:
-}; ahel I
I ||

Levin, H., Nat Rev Genet 12, 615-627 (2011).



Partie-2: les types de variations, leurs origines et réparations

. Notez que certains mécanismes induisant des modifications de séquence peuvent générer |
ifferents types de variations o - “ o '.

Exemples j

1- Dimeres de thymines peuvent induire substitutions ou indels
2- Clivage des régions non-B: instabilité génétique induisant |
répéetitions, indels et variants structuraux '.

Adapte de Wang and Vasquez, Nat. Rev. Gen. 2023



Variabilité et ingénierie de ’'ADN

Partie-3: mecanismes de modifications et applications
1- le crossing-over




Le crossing-over

MEIOSE
ZE 8 Cellu!e paternel x23 Chromosome Chromosome . Permet un braSS&ge de |
L5 germinal Homologue paternel maternel * P 2 At 3
& =  diploide maternel iy ropliqud - variations genetiques
x23 L | entre les chromosomes |
| Il I

| RePLIcATION | paternels et maternels |

l APPARIEMENT ET RECOMBINAISON

centromere

chromatides
soeurs

1 ALIGNEMENT SUR LE FUSEAU MITOTIQUE

MEIOSE |

SEGREGATION DES HOMOLOGUES | |
DURANT L’ANAPHASE DE LA MEIOSE | (A) bivalent (B) chiasma

“ https://doi.org/10.1016/].cell.2006.07.010

Adapte de Molecular Biology of the Cell, 7th edition




Le crossing-over

T ¢ cassure double brin

.Jonction de Holliday

réparation par synthese

P 4 relachement nuclease Y

!
.
...
...
.0
K
..
-
S
&

dppariement avec réparation par synthese +ligation
'autre chromosome

. E—

«
K
-
_
0
-
0
.

l invasion du brin

S R —

Activite des resolvases




Le crossing-over

x x Jonction de Holliday x 2
résolution des jonctions: résolution des jonctions:
sans crossing over avec crossing over

Activite des resolvases




Le crossing-over

Les crossing-over inégaux peuvent induire des variants structuraux

Si les chromosomes
homologues s’alignent mal
./ |durant le crossing over...

TTAA

AATT

o

u

I\ J L )

TTAA

AATT

Séquences
repétées

... un produit du crossing-
over est une deélétion et

I’autre une duplication -

b=|<C
<<|—
<T |~

Alignement Mésalignement Crossing-over inégaux Délétion Duplication

De: © 2014 Nature Education Adapted from Pierce, Benjamin. Genetics: A Conceptual Approach, 2nd ed.



Variabilité et ingénierie de ’'ADN

Partie-3: mecanismes de modifications et applications

2- la recombinaison du locus IgH



La recombinaison homologue dans la cellule

3- Recombinaison du locus IgH par deux évenements séquentiels

But: produire les domaines variables des immunoglobulines

Vi Vi Boucles hypervariable _ _ .
1. Ce sont les domaines variables des chaines

lourdes et |Iégeres qui permettent la reconnaissance
du pathogene.

2. La chaine lourde est codée par le gene IgH et la
chaine légere peut étre produite par deux genes
distinct (kappa (IGK) et lambda (IGL)).

" Domaine variable d’une
chaine légere (VL) C .
/ | 3. Recombinaisons pour former les chaines lourdes

et légeres

(A)

L=~ 4. Lors de la formation des lymphocytes T et B

Domaine constant
d’une chaine légere

(CL)
(B)

Adapte de Molecular Biology of the Cell, 7th edition



La recombinaison dans la cellule

Genes de la chaine lourde

Segments de Segments de Segments de

3- Recombinaison V(D)J

1xVy genes genes genes Domaines Constants
Variables Diversités ~ Jonctions (CR)
~50 (VR) 6 (JH)
1xJH TIRIREIY TTRT ' IR T

104 combinaisons | Lignée germinal

L L
.
.
-
L
)
.

Recombinaison |: DJy jonction

Entre le segment et le segment J

»
‘e
.
-
.
-
-
-
-
“a
e
-
)
.
.
.
-
-
.
‘e
‘.
‘e
.,
e, .
l.. >
e
-
-
‘.
e
.
.
-
-
.
.
.
‘e
-
.
‘e
‘e
-
-
-
-
-

e N e Il s
Recombinaison II: V4D jonction .
(A) Entre le segment Vet le segment e
ADN de lymphocytes ; ; ; ; ; ;i;i ; ;
Transcription + épissage i
L’insertion aléatoire de nucléoftides lors de la recombinaison augmente encore la S o
A VvV J

diversite
Adapte de Lewin’s GENES XlI



La recombinaison dans la cellule

3- Recombinaison V(D)J

(a) Liaison de RAG et encoche (b) Formation d’'une synapse (©) Formation de I’épingle et clivage @) Ouverture de I'épingle et jonction
2 N & p—
afl - Y '
| Vv J
/ — —_—) w — Complexe
RAG1/RAG2 Complgxe post-clivage
post-clivage et facteurs
NHEJ
RSS + RSS +
espaceur du espaceur du
segment V segment J

RSS: recombination signal sequence (sequence signal de la recombinaison)
Recombinases RAGT et RAG2 reconnaissent le RSS + espaceur, les coupent et promeuvent la religuation

Adapte de Lewin’s GENES XlI
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Ingenierie génetique: CRISPR/Cas9

Région génomique i — - -
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- -
- -
-
- -
- -
-
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-—
-
- -
—_
—
e
- -
—
-—
- -
—
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- -

ARN guide (sgARN)

//
/
/
/

Protéine Target (20bp) vy PAM
Cas9 Site de clivage | 5 ..AATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGACTAGGGTGGGCAACCAC. . 37
ADN cible IRRRRRRRRRREEEANE RRRNRRRRRR
3 D /7 / ADN génomique 3" ..TTACCCCTCCTGTAGCTACAGTGGAGGTTACTGATCCCACCCGTTGGTG. . 5
5 4 )9 double-brin
W 5 JGTCACCTCCAATGACTAGGGGUUYUAGAGCUAG 5
/" Site de clivage VLT THEE A
. . sgARN GUUCAACUAUUGCCUGAUCGGAAUXAAAUU CGAUA
Gene cible Y GAA
A AAAGUGGCACCGA
, ) A B

{ Induction d’'une cassure |
~{ double-brin qui peut etre |
| réparée par deux systemes |

Jonction d’extremités non-homologues Recombinaison homologue
(NHEJ) (HR)



Ingenierie genetique: CRISPR/Cas9

Cas9
I/ v I/
5 3
3 14 A e 5
Jonction d’extrémités non-homologuei/ \ recombinaison homologue
57 mmm—m— —— 3 5’——3'ADN .
3 —— — 3/ e e S genomique
Lo ""’1 ”braS” . u"""" H ’ ”braS" . AR
5’ d’homologie  .-“cassette™._ d’homologie 3’ matrice de
, reparation
3 5" (exogene)
tation indels d tla complementarite des bras d’homologie |
5 urrpeun?ahovgi’ge ?és alrjaetion {permet de réparer la séquence cibleeny |
5 P 3 introduisant la cassette désirée ';
S — ! ingéniérie génétique précise

S . 3
e®.______________________________________________________ g’
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Ingenierie génetique: CRISPR/Cas9

Ehe New Hork Eimes

Emmy Nominations » Highlights = Nominees List  Snubs and Surprises  Stream the Shows  Our Critics React

chr11

Decembre 2023

F-D.A. Approves Sickle Cell
Treatments, Including One That Uses
CRISPR

People with the genetic disease have new opportunities to

variat

non-nel ~OP . .
eliminate their symptoms, but the treatments come with

obstacles that limit their reach.

o sharefullartice  A>  [] @ [J262

A vial of Vertex Pharmaceuticals’s CRISPR Cas-9 gene therapy for sickle cell
disease. Vertex Pharmaceuticals

€he New Aork imes

Emmy Nominations > Highlights  Nominees List  Snubs and Surprises  Stream the Shows  Our Critics React

First Patient Begins Newly Approved
Sickle Cell Gene Therapy

A 12-year-old boy in the Washington, D.C.,, area faces months of
procedures to remedy his disease. “I want to be cured,” he said.

P Listen to this article - 7:46 min Learn more 0 sharefullartice  A>  [] [J 185

Kendric Cromer, 12, the first commercial patient for Bluebird Bio’s gene therapy to cure his sickle cell disease, in the hospital as his
bone marrow stem cells were being removed for gene editing.

Mai 2024
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chr11 HBB
_ \\\\\\\\\\\\ A ]
| C"””"C'D‘34* HSCs )
variation |ATG GIG CAC CIG ACT CCT GAG GAG AAG 7 /O
hon-neutre e Y4 P
AT G \f C \_ T T CGTG GAG  AAG N\ // | % (ElectroporationD
; Correctlon avec CRISPR’? l // ) // |
ATG GIG CAC CIG ACT CCT GAG GAG AAG L \\y - & ‘j}
//” \\ // \\ - ) — 4
~ oo - - - RNP
Malheureusement, cette option de réparation
direct du gene s’est demontree peut efficace |
pour une utilisation clinique. | :;// (- \\
// \\ / \
&\

< Modified HSCs >

https://www.cell.com/article/S2666-6758(24)0005 7-2/fulltext
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Frangoul et al,, NEJM, 2021

Patient 1
HBB Hemoglobin Fractionation
~ |BCL11A > B HbF [ HbA MW HbA2 [JHb, other
CTX001 infusion
iIIIIII———JiIIIIIIIIIIIII i 1 14.2 14.1 IIIIIII
+ 12 E 12.0 11.6 12.1 12.0 12.3 11.9 == e —————————— I o S .
sgRNA target sequence PAM /\/\ 104 (9)25 . ReaCtlvathn de |’hemOg|Oblne '
TAGTCTAGTGCAAGCTAACAGTTGCTTTTATCACAGGCTCCAGGAAG + | [ foetal dans les érythrocytes de
ATCAGATCACGTTCGATTGTCAACGAAAATAGTGTCCGAGGTCCTTC 5 0.1 04 - s -
T - 2 o | ' ' patients et reduction des ,
inding site R ;‘
i symptomes ;
Frangoul et al,, NEJM, 2021 L[ e o o i b i i i
0 I_I:[_-l i ”//
B 1 2 3 4 5 67 9 12 15 18

Months after CTX001 Infusion

chri
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213P007_ADN-proteine /| Forums |/ Forum 2025-2026 G. Andrey

=) Forum 2025-2026 G. Andrey

Forum Paramétres Evaluation avancée Abonnements Rapports Plus v

e L Recherche (forums) Q J Ajouter une discussion Se désabonner du forum

Il n'y a pas encore de discussion dans ce forum

1- Poser des questions sur moodle, demander des clarifications sur le cours

2- Lors du repéetitoire, les questions seront abordees dans I'ordre de leur popularite

Répetitoire le 26 septembre a 13h15 - CMU/Champendal






