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CRISPR/CAS9

L’outil du XXIe siècle  
au service de la génétique

Par Christian siatka, École de l’ADN, université de Nîmes

La grande révolution du moment en termes de 

génétique s’appelle CRISPR/Cas9, une méthode mise 

au point dans les années 2000 qui permet de 

manipuler le génome de manière très performante, 

autorisant de nombreuses applications en oncologie, 

criblage ADN, traçage de nucléotides…

N
ous vivons actuelle-
ment une révolution 
en matière de géné-
tique et de modifica-
tions des génomes. 

Révolution analogue aux années 
1950, ou l’on découvrait la molé-
cule d’ADN, et aux années 1970 
où on identifiait, à partir de bac-
téries, les outils pour « bricoler » 
cette molécule d’ADN que sont des 
ciseaux moléculaires, « enzymes 
de restriction » dans notre jargon. 
Depuis la fin des années 1980, les 
recherches menées, toujours sur 
des bactéries, spécifiquement sur 
les mécanismes immunitaires, ont 
permis d’identifier et d’optimiser 
un système redoutablement révo-
lutionnaire qui permet également 
de couper de l’ADN : CRISPR/Cas9.

Cet acronyme étrange (Clustered 
Regularly Interspaced Short Palin-
dromic Repeats/Crispr Associated 9) 
représente un système simple en 
apparence et redoutablement effi-
cace qui permet de modifier les 
gènes à façon, en générant des 
brèches très ciblées dans l’ADN. 
Sa simplicité d’utilisation sur 
le plan technique a fait « explo-
ser » l’imagination en ingénierie 
des génomes, avec des possibili-
tés inenvisageables auparavant 
et des idées parfois effrayantes. 
Cependant, si simple soit-elle, 
cette technologie nécessite une 
connaissance très approfondie 
des systèmes cellulaires utilisés, 
de même qu’une maîtrise parfaite 
de la génétique du modèle expé-
rimental et de la réglementation 

associée. Employer cet outil pour 
créer une modification ne suf-
fit pas, il faut être accompagné 
par des structures et des plate-
formes technologiques complexes 
pour visualiser, identifier et sélec-
tionner le travail de laboratoire 
obtenu par CRISPR/Cas 9. Au final 
il apparaît que cet outil de modi-
fication tant convoité n’est pas 
si simple à exploiter au quoti-
dien dans tous les laboratoires. Si 
quelques limites réglementaires 
viennent encadrer son utilisation, 
cette technologie prometteuse 
dans tous les domaines de la géné-
tique devrait encore réserver bien 
des surprises.

L’outil
L’histoire de CRISPR commence en 
1987 au Japon, lorsque le groupe 
d’Ishino et al. [1] de l’université 
d’Osaka s’intéresse à d’étranges 
séquences répétées de 29 nucléo-
tides, espacées de 32 nucléotides. 
Il faut tout de même une ving-
taine d’années, 2002, pour iden-
tifier et baptiser ces séquences 
CRISPR [2], et cinq années sup-
plémentaires pour les identi-
fier comme faisant partie d’un 
système immunitaire adaptatif 

permettant aux bactéries de se 
défendre contre les infections de 
phages [3].
Parmi les différents types de sys-
tèmes CRISPR, le système de 
nucléase CRISPR/Cas 9 de type II est 
le plus simple pour ce qui concerne 
la technologie d’édition du génome. 
Il utilise une protéine Cas9 et deux 
ARN: un ARN CRISPR (crARN) et un 
ARN transactivateur du crARN (le 
tracrARN) [4]. L’ensemble constitue 
une ribonucléoprotéide, système 
actif qui permet de réaliser une cou-
pure ciblée sur l’ADN.
Dans le système natif, la nucléase 
Cas9 est guidée par un duplex 
formé par un crARN contenant 
un motif de 20 nucléotides qui 
cible une séquence CRISPR por-
tée par le génome du bactério-
phage. La reconnaissance de la 
cible et le clivage de l’ADN néces-
sitent la présence d’un motif adja-
cent aux proto-espaceurs (PAM), 
une séquence consensus NGG ou 
NAG adjacente à l’ADN cible. En 
2012, Jinek et al. [5] ont simplifié 
le duplex ARNc et tracrARN en 
conceptualisant un ARN mono-
canal chimérique programmé 
(sgARN), qui dirige spécifiquement 
la nucléase Cas9 pour créer 
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des coupures dans l’ADN sur 
des positions d’intérêt. Ce déve-
loppement a facilité le ciblage de 
la coupure de l’ADN en concevant 
simplement un sgARN et en expri-
mant la protéine Cas9. Le protocole 
expérimental de conception et de 
construction de sgARN est à ce jour 
parfaitement documenté [6 ; 7].

Outil de modification 
des gènes
De nombreuses études sur le fonc-
tionnement du système CRISPR-
Cas9 chez les bactéries ont per-
mis de transposer la technologie 
sur des cellules de mammifères [8]. 
Des scientifiques ont tenté de l’ap-
pliquer à de multiples organismes 
allant du poisson-zèbre à la dro-
sophile en passant par les mous-
tiques, les rongeurs, jusqu’aux pri-
mates non humains [9].
Ces modifications se sont intéres-
sées à tous les types de cellules, 
notamment des cellules-souches 
embryonnaires (ES). L’édition de 
gènes par CRISPR-Cas9 a considé-
rablement augmenté l’efficacité 
de l’édition de génome, passant le 
délai pour obtenir des mutants de 
plusieurs années à quelques mois 
[10]. En plus de ne cibler qu’un seul 
gène, la technologie a été étendue 
pour muter ou altérer simultané-
ment jusqu’à cinq gènes dans les 
ES de souris avec une grande effi-
cacité et en une seule étape [11].
Initialement toutes ces modifi-
cations se faisaient par des vec-
teurs de type plasmide ou AAV. 
Une autre alternative a été d’uti-
liser la microinjection directe de 
la protéine Cas9 et du sgARN dans 
les cellules. Récemment des résul-
tats de l’utilisation de l’électropo-
ration chez des zygotes fertilisés 
ont montré l’efficacité de transfert 
de cet outil [11]. L’année dernière 

Cockrell et al. [12] ont rapporté la 
génération d’un modèle de souris 
résistantes pour le coronavirus du 
syndrome respiratoire du Moyen-
Orient (MERS-CoV). Cette décou-
verte est très prometteuse dans le 
domaine du design thérapeutique 
et propose de nouvelles stratégies 
pour lutter contre les virus émer-
gents dans un proche avenir.

Applications de l’outil
Les stratégies de l’utilisation de 
cet outil révolutionnaire en génie 
génétique sont multiples. En onco-
logie la technologie CRISPR/Cas9 
devrait être révolutionnaire. Le 
knock out isogénique sur des cel-
lules tumorales permettra l’iden-
tification rapide des rôles des 
oncogènes ou des suppresseurs 
de tumeurs. En plus des capaci-
tés de reprogrammation rapides 
et économiques de CRISPR/Cas9, 
ce sera aussi l’occasion d’identifier 
des mécanismes de résistance aux 
médicaments et aussi d’étudier des 
cibles thérapeutiques potentielles.
En 2016, un groupe chinois [13] a 
été le premier à injecter des cel-
lules T modifiées par CRISPR/Cas9 
chez un patient atteint d’un can-
cer du poumon métastatique. Les 
chercheurs ont désactivé le gène 
codant pour la protéine de mort 
cellulaire programmée 1 (PD-1), ce 
gène empêchant les cellules T d’at-
taquer d’autres cellules. Sans PD-1, 
les cellules T modifiées vont atta-
quer les cellules tumorales et donc 
faire régresser le cancer. Cepen-
dant l’efficacité de l’attaque acti-
vée par CRISPR n’a pas été complè-
tement déterminée avant six mois 
d’observation [14].
Une limitation majeure pour les 
lignées cellulaires éditées par 
CRISPR/Cas9 est observée pour 
les modifications adaptatives 

provoquées par des mutations 
secondaires. Deux publications 
[14 ; 15] récentes ont rapporté des 
résultats inattendus : les cher-
cheurs ont montré l’évolution 
du virus d’immunodéficience 
humaine (VIH) et l’échappement 
de l’attaque programmée par le 
gène CRISPR due aux mutations 
dérivées de Cas9/sgARN. D’autres 
analyses de séquençage à haut 
débit ont montré que de telles 
mutations sont générées par la 
mutagenèse cellulaire NHEJ au site 
de clivage. Ces INDEL entraînent 
une modification de la séquence 
d’ADN cible, empêchant ainsi la 
liaison de l’ARNg et conduisant 
finalement à une résistance à 
Cas9/sgARN. Ces résultats sou-
lignent l’importance d’autres stra-
tégies et solutions pour surmon-
ter la résistance virale au système 
CRISPR-Cas9.
En raison de sa capacité à pertur-
ber complètement les gènes cibles 
et de la simplicité de conception 
de sgARN, le système CRISPR/Cas9 
a été étendu aux criblages géno-
miques de perte de fonction à 
grande échelle dans des cellules 
humaines. Une étude pionnière 
[16] a établi une bibliothèque à 
base de lentivirus contenant 
73 000 ARNsg, permettant de géné-
rer des collections de knock out 
pour le criblage du génome dans 
les cellules de leucémie myéloïde. 
Plus récemment une équipe de 
l’université de Stanford [17] a mis 
au point un système de double 
inactivation reposant sur CRISPR, 
qui peut désactiver deux gènes à 
la fois dans les cellules. Ce travail 
démontre l’aspect prometteur de 
l’outil de criblage CRISPR à haut 
débit pour déterminer les interac-
tions génétiques fonctionnelles.
Il convient de garder à l’esprit 

qu’un stress génotoxique peut être 
induit par un grand nombre de 
coupures d’ADN. Deux expériences 
[18 ; 19] indépendantes ont mon-
tré que le ciblage du génome par 
le CRISPR/Cas9 dans les régions for-
tement amplifiées conduit à une 
augmentation des dommages de 
l’ADN et à une réponse antiprolifé-
rative profonde, révélant une aug-
mentation imprévue des résultats 
faux positifs. Ces résultats sont 
alarmants pour le criblage fondé 
sur CRISPR dans les loci fortement 
amplifiés. À cet égard il apparaît 
fondamental de concevoir des 
sgARN appropriée et un contrôle 
rigoureux doit être effectué sur 
toutes les régions potentielles hors 
cible. Cela pour éviter les forts taux 
de létalité cellulaire à un stade pré-
coce, causés majoritairement par 
la perte de gènes essentiels.

Les corrections  
de coupures
Notre ADN est soumis de façon 
constante à des coupures natu-
relles, et il est heureux que nous 
disposions de systèmes de répara-
tion dans nos cellules. Comparée 
à la réparation génétique induite 
par association d’extrémité non 
homologue (non homologous end  
joining) NHEJ, la correction génique 
induite par recombinaison homo-
logue (HDR) possède un spectre 
d’application plus large, bien que 
la voie HDR soit moins efficace 
dans les cellules de mammifères. 
Cette approche par recombinaison 
homologue permet de remplacer 
spécifiquement une mutation par 
une séquence normale. Des muta-
tions causant des maladies peuvent 
être précisément ciblées et corri-
gées en utilisant CRISPR/Cas9.
En 2013, un groupe [20] a réparé 
une mutation dans le locus du 
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récepteur du conducteur trans-
membranaire de la fibrose kys-
tique. Ce gène CFTR est impliqué 
dans une maladie génétique rare, 
la mucoviscidose. La modification 
par CRISPR/Cas9 via HDR a été réa-
lisée dans des cellules-souches 
intestinales primaires dérivées de 
patients atteints de fibrose kys-
tique, présentant un défaut héré-
ditaire monogénique.
Autre application, la correction 
génétique induite par HDR a été 
appliquée avec succès pour corri-
ger efficacement les mutations et 
les phénotypes dans des modèles 
murins de tyrosinémie hérédi-
taire [21], de perte auditive [22] 
ou de maladies oculaires [23]. Quoi 
qu’il en soit, la transposition de la 
correction de gènes reposant sur 
CRISPR/Cas9 a encore un long che-
min à parcourir pour passer du 
banc d’essai de laboratoire à la cli-
nique, pour les raisons suivantes :

1. le système immunitaire humain
peut reconnaître les protéines cor-
rigées comme étrangères et ainsi
éliminer les protéines par les lym-
phocytes T cytotoxiques ;
2. le phénotype des cellules éditées
peut ne pas refléter complètement
la réponse réelle chez les humains,
les altérations épigénétiques et de
microenvironnement n’étant pas
considérées par de simples expé-
riences ex vivo ou in vitro ;
3. malgré une modélisation in vivo
réussie, de nombreux problèmes
d’innocuité incertains et l’effica-
cité de la livraison restent non
résolus chez les humains, encore
en début de cette année [24].

Modulation de 
l’expression des gènes
Pour élargir le potentiel du sys-
tème CRISPR/Cas9, le groupe de 
Weissman [25] a introduit deux 
mutations aux sites RuvC et HNH 

de l’endonucléase Cas9 et a créé 
une protéine Cas9 catalytiquement 
inactive (dCas9, « d » pour dead) qui 
ne présente pas d’activité endonu-
cléase. Ce système inactivé permet 
de créer des interférences (CRISPRi) : 
ce système réprime efficacement 
l’expression des gènes ciblés en 
bloquant directement l’initiation 
ou l’élongation de la transcription 
sans aucun effet cible de coupure. 
Contrairement aux modifications 
génétiques permanentes induites 
par l’endonucléase Cas9, la répres-
sion des gènes induite par CRISPRi 
est inductible et réversible, offrant 
une plateforme ajustable pour la 
régulation de la transcription gui-
dée par l’ARN [26].
Pour obtenir une meilleure régu-
lation de la transcription, les cher-
cheurs ont fusionné la dCas9 avec 
des domaines répresseurs tels que 
KRAB (boîte associée à Krüppel) ou 
des domaines activateurs tels que 

VP64 (quatre copies du VP16) et p65 
(p65AD), aboutissant à un système 
capable de réprimer (CRISPRi) ou 
d’activer (CRISPRa) la transcription 
des gènes cibles. Cette approche 
CRISPRi/a a encore été optimisée 
pour contrôler les niveaux de trans-
cription des gènes endogènes, y 
compris les transcrits non codants. 
Plus important encore, CRISPRi/a 
peut être utilisé pour dépister 
rapidement les phénotypes gain 
et perte de fonction, fournissant 
ainsi des informations complé-
mentaires pour cartographier 
les voies complexes qui n’ont pas 
encore été étudiées [27]. Ces avan-
cées facilitent le contrôle du trans-
criptome entier dans le génome 
humain et aident à la découverte 
des cibles thérapeutiques grâce à 
un screening CRISPRi/a à l’échelle 
du génome. Cette étude a été réali-
sée en 2015 [28]. Étonnamment, la 
répression et l’activation des 
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gènes peuvent être obtenues 
simultanément à l’aide d’ARN pro-
grammés (scARN) qui codent à la 
fois pour l’ADN cible et les effec-
teurs régulateurs. Cette stratégie 
permet le contrôle simultané de 
plusieurs gènes dans la même cel-
lule en activant un ensemble de 
gènes tout en en désactivant un 
autre, offrant ainsi un large éven-
tail d’utilisations biomédicales et 
biotechnologiques [29].
Compte tenu de sa conception 
simple et de ses caractéristiques 
polyvalentes, la méthode CRISPRi/a 
a été appliquée à plusieurs orga-
nismes. Par exemple, CRISPRi a été 
largement utilisée pour réprimer 
plusieurs gènes chez Mycobacte-
rium, Corynebacterium glutamicum et 
Escherichia coli, et est donc capable 
de réguler les molécules d’inté-
rêt dans des bactéries. Plusieurs 
modèles animaux, tels que les vers 
et le poisson-zèbre, ont été géné-
rés avec succès en utilisant CRIS-
PRi. Peu après ces études sur des 
organismes simples, l’approche a 
été exploitée pour moduler pré-
cisément l’expression des gènes 
endogènes dans les cellules can-
céreuses mammaires humaines 
et dans les neurones dérivés de 
cellules souches pluripotentes 
induites humaines (HPSC).
La méthode CRISPRa a été utili-
sée pour créer des modèles in vivo 
chez la drosophile, les vers et le 
poisson-zèbre. En plus de l’activa-
teur dCas9-VP64 typique, d’autres 
activateurs de « deuxième généra-
tion » ont été testés sur plusieurs 
types cellulaires et espèces. En par-
ticulier, trois activateurs, SunTag 
[30], VPR (VP64-p65-Rta) [31] et 
SAM [32], semblent être les plus 
puissants systèmes comparés à 
dCas9-VP64. Cette étude fournit 
un vaste ensemble de systèmes 

pour générer des outils plus fiables 
pour une activation améliorée, en 
particulier pour les gènes haute-
ment réprimés, ce bien que la plu-
part des utilisations de la méthode 
CRISPRa se soient limitées aux 
études de fonction préliminaires.

Modifications 
épigénétiques
En sus de son utilisation dans la 
modulation transcriptionnelle, 
CRISPR-dCas9 est utilisé pour modi-
fier les variantes épigénétiques afin 
de remodeler le paysage épigéné-
tique aberrant. En 2015 [33], une 
dCas9 a été fusionnée avec l’his-
tone-déméthylase ou l’acétyltrans-
férase pour cibler des activateurs 
ou promoteurs, conduisant ainsi à 
des changements majeurs dans l’ex-
pression génique. Un autre groupe 
[34] ciblait dCas9-KRAB sur l’ampli-
ficateur distal des sites hypersen-
sibles à la DNase I (DHS), entraînant 
une méthylation hautement spé-
cifique des histones au niveau des 
régions d’amplification et une dimi-
nution de l’accessibilité de la chro-
matine aux promoteurs associés. En 
2016 [35], une équipe a développé 
un outil fondé sur CRISPR pour aug-
menter spécifiquement la méthyla-
tion de CpG en fusionnant la dCas9 
avec le domaine catalytique de 
l’ADN-méthyltransférase DNMT3A, 
permettant ainsi la méthylation 
d’une plus grande partie des pro-
moteurs dans les génomes de cel-
lules de mammifères.

Autres applications
Au-delà de l’édition et de la régu-
lation des gènes, un autre défi spé-
cifique au domaine de la biologie 
cellulaire est de marquer et de tra-
cer efficacement des séquences 
d’ADN spécifiques dans les cellules 
vivantes. Bien que l’hybridation 

in situ par fluorescence (FISH) 
conventionnelle ait été dévelop-
pée ces dernières décennies. Pour 
surmonter certains obstacles, les 
scientifiques ont réorienté le sys-
tème CRISPR/Cas9  en outil d’ima-
gerie du génome de cellules 
humaines vivantes [36]. Ce sys-
tème d’imagerie CRISPR, consti-
tué d’une protéine dCas9 marquée 
par une protéine fluorescente verte 
(GFP) et d’un sgRNA optimisé, a 
permis l’imagerie robuste d’élé-
ments répétitifs (tant dans les télo-
mères que dans des régions non 
traduites) et la visualisation de 
séquences génomiques arbitraires 
non répétitives.
Cette nouvelle technologie d’ima-
gerie reposant sur la CRISPR ser-
vira sans doute d’approche com-
plémentaire au FISH, permettant 
un suivi plus simple et plus direct 
de la dynamique des télomères, de 
la localisation subnucléaire et de 
l’organisation de la chromatine 
tout au long du cycle cellulaire.
En plus de cibler l’ADN double brin 
(ADNdb), le système CRISPR/Cas9 
a été développé pour cliver l’ARN 
monocaténaire (ARNsb) sur des 
sites cibles spécifiques en fournis-
sant la partie PAM d’un oligonu-
cléotide (PAMmer) qui s’hybride 
à l’ARN cible. Ce système permet 
à la Cas9 de reconnaître et de cli-
ver les cibles ARN de manière pro-
grammable et facilite la détection 
directe des transcrits [37].
En plus du système CRISPR/Cas9 
de type II, Makarova et al. [38] ont 
découvert les caractéristiques des 
systèmes CRISPR/Cas de type I, qui 
représentent environ 90 % de tous 
les loci CRISPR/Cas identifiés dans 
les bactéries et les archées, et peut 
cibler à la fois l’ADN et l’ARN. Au-
delà du suivi de l’ARN dans les cel-
lules vivantes, les développements 

futurs du système RCas9 (modu-
lation de plusieurs étapes de trai-
tement de l’ARN, génération de 
modèles de maladies, promo-
tion de la traduction clinique…) 
méritent tous d’être explorés.

Conclusion
L’outil CRISPR/Cas9 est utilisé dans 
de nombreux domaines, et son uti-
lisation soulève des préoccupations 
éthiques et des applications cliniques 
de CRISPR/Cas9 ont été soulignées. 
Son utilisation repose sur des sys-
tèmes de délivrance efficaces et 
des procédures strictes pour cibler 
les maladies humaines avec une 
grande spécificité. À cet égard, l’uti-
lisation de l’outil CRISPR/Cas9 aux 
grandes espèces animales, telles que 
les chiens, les porcs ou les primates 
non humains, aidera à mieux com-
prendre les maladies humaines et 
permettra de contribuer à des straté-
gies thérapeutiques plus complètes. Il 
faut aussi noter que tous les change-
ments adaptatifs évolutifs liés à nos 
gènes issus des agents pathogènes, 
tels que les virus, peuvent dévelop-
per des stratégies anti-CRISPR pour 
échapper à une attaque, entraînant 
un échec du traitement.
Ce sont tous ces éléments qui 
permettent de contribuer aux 
potentiels du développement de 
nouvelle stratégie en génétique 
pour lutter contre des maladies 
humaines. L’avenir de telles tech-
nologies est difficilement prévi-
sible : les récentes recherches ont 
permis d’identifier de nouvelles 
Cas [39] ou des nucléases Cpf1 [40] 
qui ont démontré les possibilités 
illimitées de la technologie CRISPR 
pour l’édition du génome. Tous ces 
nouveaux outils nous placent à 
l’aube d’une prochaine génération 
de stratégie en thérapie génique 
qui s’annonce très prometteuse. n
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