7 /C\\
Fcole >
O~ de 'TADN:E

Centre d’innovation en Science de la Vie
Institut de formation

VWR Tour 2019
Nantes

L vwr

part of avantor

Pr Christian Siatka
Directeur Général de L'Ecole de FADN

slatka@ecole-adn.fr



\/J

STRATEGIES DE SCREENING GENOMIQUE

POST GENOME EDITING

HNH REC
Domain Domain CR'SPR/CaSQ e 7
Py e SGRNA
\Ngﬁ
llllll!\””lll !”\ ’ \
llllllllllllll lIH /“
NHEJ Nuc - HDR

/—‘_ Repair dsDNA \,
p ATTTTTTTTTTTTTTTTE T, A TN TTTTTTTTTTTTITITT AT,
9 ll‘;"\‘UHH““”,““Aly!r’\l/’\ h II‘ \””””'1"]\'%&“\’/’\\1/\

MITTTTTITTITITIoT
l Donor DNA| 1 |1} 1Ll

p, TITTTTTRrrrTTIr Ty P (RN RRRRRRRIRRRRIRRRRRRANE] P
’ l! "\‘/\llllIlllllllllllLL.lH!"“‘\I/§ A ‘ll }’f\1|||||||n||||||xurﬁrﬂ?lll,/r‘\1/\

d PAM Interacting
Domain ! Domain




L

» Stratégies de génome editing

» Screening dans vos expeériences

o Stratégies
o Les solutions proposées

Decide on
phenotypic

Optimize Cas9 Library Optimize MOI Transduce enomic
expression in lentivirus for 40% Cas9+ [?N A from

target cells

Choose
target cells

target cells production transduction target cells

analyze



« genome editing »

GEEN, pour « genome editing with engineered nucleases »
*ensemble de techniques de manipulations du génome
*« réécriture du matériel génétique », appliquée a tous les étres vivants
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CRISPR/Cas9

Repeat:Anti-repea
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"’.’Q aTarget DNA

Bridge helix

RuvC domain

Patrick D. Hsu Cell Volume 157, Issue 6, p1262-1278, 5 June 2014
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gRNA

“spacer”

Simple et complexe !!!

“scaffold”

+
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l Complex-formation
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Cas9:gRNA complex



Le clivage observé en Microscopie en Force Atomique

Mikihiro Shibata et Al. Nature Communications 8, Article number: 1430 (2017) doi:10.1038/s41467-017-01466-8
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» Programmable

> Spécifique .

> Precis EV%!‘?XH\IIHQ
> Raplde SImggoﬁegesimpler
> Efficace

Bref : « simple »
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Simple et complexe !!!

CIRCULAR Transfect Caso y i gRNA
DNA PLASMID o cell ‘ .
V ) /\ - \ 7j ;
: i PAM 3
Gun:leAl)!NA Cas9 cuts both sequence , — 3
(&R the DNA strand to which the gRNA binds == )
and the opposite strand @ @ ‘ T H H H

Cas9

A CRISPR CUT: The guide RNA Double strand break in target DNA

(gRNA) forms a complex with Cas w

and directs the enzyme to cleave the I I | I I I I ] I I | I I | I I I V I I I I | I
target DNA to which the gRNA binds Illllllllllllll'l ||| HIII

through complementary sequence.

The cell tries to repair the DNA

break, which often results in the

insertion (as shown) or deletion of I I I | I I I I I I I I | I I I | H H H l H
I

FETTEETTETT
nucleotides that changes the reading H ] “ H I I " ] ] l I I I I I Cell’s error-prone
frame of the gene and a creates J—LLLLLLLLLLLLLLLL - ---

DNA repair pathway
premature stop codon. _ L
Insertion Premature
mutation stop codon
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CRISPR
dans vos expériences

|l faut gérer la « coupure »
Et donc sa reparation !

Cas9 DSB
3, [ | [ | 5,
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Les problemes rencontres

Le probleme de specificité « Hors cible »  Off target « probleme relatif »

L’édition du génome par CRISPR / cas9 peut entrainer des changements indésirables dans les
sites non-cibles, par mismatch du guide




[ — 1 +nbp sgRNA offset
________________ 5’ overhang

sgRNA a

target b
5 om HAHH e 3

» Cas9-nickase (Cas9n) (D10A ou H840A) 3= —"= -5

Cas9n l‘ sgRNA b

> SpCas9-HF1 (Hifi) (N497A, R661A, QB95A, Q926A)

» Cas12 ou Cpf1

From: Engineering of CRISPR-Cas12b for human genome editing
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Un apercu des stratégies potentielles de CRISPR/Cas

Gene editing Gene regulation Epigenome editing Chromatin imaging
Guiding ' 9 e MS2-FP
sequence Cas9 _— :
2 ; y % ( )
Cas9 PAM dCas9

% 2 Protein % .

Base editing RNA targeting Chromatin topology Chromatin imaging
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CRISPR
dans vos expériences

Ce n’est que le déebut du travail !!!
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Stratégies d’expression CRISPR

T T —m
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CRISPR 9 ’
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DNA ; o
/ /\
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/ DNA complex
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' ]_ cleavage % '
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Expressions de gRNA et de Cas9
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Sanger
sequencing

cloning

1. Design et séléction de sequences cibles (algorithmes)
2. Synthese des oligos DNA insert

3. Cloner dans un vecteur d’expression CRISPR/Cas9
4. Séquencgage

5. Purification de plasmides
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Expressions de gRNA et de Cas9
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1. Design et séléction de sequences cibles (algorithmes)
2. Synthese des oligos DNA insert

3. Cloner dans un vecteur d’expression CRISPR/Cas9
4. Séquencgage

5. Purification de plasmides
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Stratégie CRISPR - workflow-1
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1. Design et séléction de sequences cibles (algorithmes)
2. Synthese des oligos DNA insert

3. Cloner dans un vecteur d’expression CRISPR/Cas

4. Séquencgage

5. Purification de plasmides
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Stratégie CRISPR - workflow-2

= SO S O =
transfection

] antibiotic [

6. Transfection cellulaire
7. Sélection (antibiotique)
8. Sélection de clones

. P
antibiotic

9. Caractérisation de clones et tests

phénotypiques

I\\\
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Western blot Sanger sequencmg
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Mismatch detection assay Phenotyplc assay




Stratégie CRISPR - workflow-2

transfection antibiotic antibiotic

lonal
Isolation

Clonal
characterization

Western blot Sanger sequencmg

6. Transfection cellulaire

7. Sélection (antibiotique)

8. Sélection de clones

9. Caractérisation de clones et tests
phénotypiques

GGMA!‘GG'!.!I.‘“E-
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Mismatch detection assay Phenotypic assay
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Attention ce n'est qu’ un petit outil
dans un « workflow tres complexe »

CRISPR
dans « vos expériences »

1er

eme 1
transfection antibiotic antibiotic \\

Clonal

Isolation

Clonal PE—
= izati -
characterization U:UE ot /\V\L A A A

Mismatch detection assay Sanger sequencing



Région de 'ADN a amplifier
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oligonucléotide amorce dite "en aval" ou 3' RN

> I 3
2. Amplification du guide cloné et purification de 'amplicon

gRNA 17

[ \ Cas9 2A GFP

19-20 bp
Target region

CRISPR/Cas Single Plasmid Format
3. Transcription in vitro et purification des transcrits



validation de guides in vitro

3. Evaluation fonctionnelle in vitro avec de la Cas9 purifiee

* Amplicon  Incubation 45 mina 37° C o

* ARN guide
« (Cas9 purifiee U’

4. Resultats par éléctrophorese




Decide on
phenotypic
change

creening des résult

Optimize Cas9 Library Optimize MOI Transduce
expression in lentivirus for 40% Cas9+
target cells target cells

Choose
target cells

ANTAMATTOTTCOTAACTCAL TGRS
ACACTOCTOOGANSACCTCTUTUC TR SO
ANMCTOTOCTATCATCGALATTCAMS

Purify
genomic
DNA from
target cells




Recherche de mutations

ILoxP : Lox‘PT
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L A U Permanent Knock-out
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Recherche de mutations

1€ intention Screening de cellules :

Analyse de cellules éditées par une matrice CRISPR/Cas
Analyse phénotypique et/ou biochimique

2eme jntention Recherche d’Indel
PCR et ses dérivés qPCR et dPCR

3eme intention Séquencage incontournable !

N\

"ADN

>
e |

AN
- i Genome Editing



Screening de cellules

1¢r intention Analyse phénotypique et/ou biochimique

g RNATmT

o PAM
www.molecularherapy.org vol.

R1: GCCCAAAGACGAAGTA - CCATGG
24 no. 3, 556-563 mar. A2 GCCCAAAGACGAA - - - - CCATGG
v
2016 R% GCCCAAAGACGAAGTAGCCATGG
R At GOOCAA === = === ==e= (CATRG
- A\
EcoleN\
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Screening de cellules
1¢r intention Analyse phénotypique et/ou biochimique

i

19-20bp : ‘ ’;' ;
Target region =

§d

pCas9-GFP

d g
1§t
§

i

h‘v Er

Control Kras-U6gRNA-
K562 cells Cas9-GFP

A CRISPR/Cas-GFP Vector for Rapid Expression Verification and Enrichment of Genome Edited Cells
Merck strategies
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1¢r intention

Doench, J.G. et al.
Optimized sgRNA design
to maximize activity and
minimize off-target
effects of CRISPR-Cas9.
Nat. Biotechnol. 34,
184-191 (2016).
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Recherche de mutations

Analyse phénotypique et/ou biochimique

Cas9+ target cells
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2eMe intention PCR et ses dérivés

/"'\
()
» O
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'ADN

Process de screening

Figure 3: PCR to Identify Clones Contammg Deletions

PCR primers should flank r ) to be deleted

CRISPR 101: Validating Your Genome Edit




2¢mMe intention

PCR et ses dérivés
Process de screening: recherche homo/hétérozygotes

Mismatch detection essay : Surveyor"’I ouT7E

Figure 1: Workflow

Mismatch Cleavage Assay
of mixed population to
detect indels

(See Figure 2 for details)

lnd/
S

/ 1 \gi‘;::;m

PCR amplify the mutated region from each line.
Sequence to identify frameshifts and determine
heterozygous vs homozygous mutant lines.

—Cas9

gRNA(s)
+/- HDR Donor wes

Homology Directed
Repair

Test for presence of
@ positive clones in
——— mixed population

PCR/restriction digest
or other method

@e
N

PCR amplify the target site using primers that flank
the donor template (not primers that are included in
the template). Identify positive clones by restriction
digest or size changes. Alternatively, detect positive
clones by sequencing or via a reporter if present.

Ecole X

O~ de 'TADN

La premiére étape du processus de
validation consiste a évaluer rapidement
un nombre significatif de cellules a été
modifié.

1)Pour les indels, ceci est visualisé en
utilisant un test de clivage de
mésappariement (Mismatch detection
essay Surveyor™ ou T7E

2) Pour HDR, ceci est souvent visualisé
par une modification du schéma de
restriction sur le site d'intérét ou via la
lecture d’un reporter.

3) Pour les délétions ceci est visualisé pal
une diminution de la taille d'un produit de
PCR produit par les amorces flanquant la
région a supprimer.



2eme jintention PCR et ses dérivés Ecole N\
™ de ’TADN.

Process de screening: recherche homo/hétérozygotes

Figure 2: Mismatch Cleavage Assay

@e@ee

PCR amplify the mutated region

[
I
i
I

=F
SURVEYOR nuclease digestion
(digests mismatches)

- Full-length PCR product
- I\\\ : Cleaved fragments
Ecole > 33
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2¢Me intention PCR et ses dérivés : gPCR stratégie HRM

High Resolution Melting Analysis (HRM ou HRMA)

a

sabusEssssRIsszzii

Genome Editing



2¢Me intention PCR et ses dérivés : gPCR stratégie HRM

High Resolution Melting Analysis (HRM ou HRMA)

Shifted Mealting curves

Shifted Melting curves
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2¢mMe intention

Process de screening: recherche homo/hétérozygotes

Génotypage : détection d'insertion / délétions

600pb

200phb

)

Souche
CtS3 CtA3
sauvage
— e B e B e e T e oy o
Souche —
deletee
i m d Bd l ly J y el bl d T p- B S1nd [Mncmen s Bie)
s R .-"_1
- sauv_fnge . _ mutée . | \
™ mutée | L Tea o b
f Rl .*i‘ LT \ !~.‘1'1- J
¥ __, f
mnEa ' L} Sawage .'.
’” ' e
Tm # 78°C 80°C
. I\\“\
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Tm #

PCR et ses dérivés : qPCR stratégie HRM

Avantages :

Rapides

fiable

Adapté aux
grandes séries

36



2eme jntention PCR et ses dérivés : dPCR Ecole N\
\ e '’ADN:

Process de screening: recherche homo/hétérozygotes

détection de mutations
Génotypage en point final

Digita| PCR - dPCR par sondes d'hydrolyse
T alléle-spécifiques
principe

Preparation Distribution PCR reaction Readout [ ’
A AY ! 1"

Sk
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52
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slolele N
gDNA, cDNA, RNA, Sample partitioned @ Positive reactions Absolute e
plasma into many reactions @ Negative reactions quantification A Wt Het
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2¢mMe intention PCR et ses dérivés : dPCR Ecola\L
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Esp3l N ! gRNA scaffold

S
+ Epsl —>

{

A Digital PCR-
Based Method
for Efficient and
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1 step cloning via
Type IIS restriction endonuclease

transformation with

H blue white screening
Screening of
Genome Edited b) Transfection Enrichment Expansion
Ce"S Enrichment of edited cells by: .
SCOtt D Cas9 + gRNA 1. FACS or 2. antibiotic selection Expapd single cell clones
(7' expression plasmid % ) in 96-well plate
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2¢Me intention

SFRP1: Target 1

Reference  Drop-off/NHEJ
probe: FAM  probe: HEX

NODAL: Target 1

Reference  Drop-off/NHEJ
probe: HEX  probe: FAM

NODAL: Target 2

Reference Drop-off/NHEJ
probe: HEX  probe: FAM

V4
e & . e N cole™ :
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target cut sit: o target cut sit: - target cut sitz o
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for Efficient and i =
or Icient an = =
Highly Specific i
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3eme intention Séquencage : Sangers Sequencing

Mutations homozygotes

1.:’0 '.-?O ":?C 12}0 I‘QO :‘ZI'O ?:50 ?:3’.3 :’&}O 390 3%‘0 2«:.3 JEO
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3eme intention Séquencgage : Next Generation Sequencing - NGS

Methods Mol Biol. 2018 ; 1712: 203-216.
Edwin H. Yau and Tarig M. Rana

Genetic variation Epigenetic variation Expression variation

gnmmuzxn:‘

TCTTTCGGACTCTCGACTCGAACCTTTAGGTG X 1
CTTTCGGACTCTCGACTCGAACCTTTAGGTGT X 1
CTTTCGGRCTCTCGGETCGAACCTTTAGGTGT X 1
TTTCGGACTCTCGACTCGAACCTTTAGGTGTA X 2
TTTCGGACTCTCGGCTCGAACCTTTAGGTGTA X 1

TTCGGACTCTCGACTCGAACCTTTAGGTGTAA X 2
TCGGACTCTCGACTCGAACCTTTAGGTGTAAA X 3

CGGACTCTCGGCTCGARCCTTTAGGTGTAAAA X 1
CGGACTCTCGGCTCGAACCTTTAGGTGTAAAR X 1
GGARECTCGGCTCGAACCTTTAGGTGTAAAAG X 1
GACTCTCGGCTCGAACCTTTAGGTGTAAAAGA X 1 .
ACTCTCGACTCGAACCTTTAGGTGTAARAGAG X 1 I 1 1 1
CTCTCGGCTCGAACCTTTAGGTGTAAAAGAGA X 1 Ensembl Gene Predictions
CTCTCGACTCGAACCTTTAGGTGTAAAAGAGA X 1
CTCGACTCGAACCTTTAGGTGTAAAAGAGACE X 1
TCGACTCGAACCTTTAGGTGTAAAAGAGACCG X 2
TCGGCTCGAACCTTTAGGTGTAAAAGAGACCG X 1 _ .
COGCTCGAACCTTTAGGTGTAAAAGAGACCGA X 1

AGAAAGCCTGAGAGCCGAGCTTGGAAAT CCACATTTTCTCTGOLTGC

SNPs, loss-of-heterozygosity DNA methylation RNA expression

_ Copy number variants Chromatin Gene structure
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UCSC Genes Based on RefSeq, UniPro




3eme intention Séquencgage : Next Generation Sequencing - NGS

Les méthodes NGS présentent plusieurs avantages par
rapport aux autres méthodes:

> capables de détecter si tous les alleles d'un gene ont été correctement
edités

> quels indels ont éte genérés et si une population de cellules est
véritablement monoclonale.

» meéthodes plus coliteuses et plus compliquées a analyser.

> Le sequencage NGS est également une excellente méthode pour étudier
les effets non ciblés de la modification CRISPR
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Ex: Applications du systeme CRISPR/Cas9

Interference CRISPR (CRISPRI) et activation CRISPR (CRISPRa)

ad Gene repression (CRISPRI)

dCAS VP64
=

dCas9 alone (bacteria)

Q \_
dCAS KRAB %inmnm |

dCas9-KRAB
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b Gene activation (CRISPRa)

%”‘\
m) i

dCas9-VP64

dCas9 SunTag system
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Solutions proposees 'ADN.

> Screening de mutants NHEJ ou HDR par HRM High resolution melting

» Evaluation de effets CRISPRi/CRISPRa par quantification relative
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» Evaluation des mutants par HRM

» Evaluation fonctionnelle par gPCR

Interférence CRISPR (CRISPRI)
Activation CRISPR (CRISPRa)
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La génétique de demain, n’est pas prévisible !
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Rappel !! s

Penser a la mise a jour de votre dossier aupres du

Ministere de I'Enseignement Superieur,
de lIa Recherche et de I'Innovation
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