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¢ Description:

Le systéeme CRISPR-Cas9 est dérivé de l'immunité bactérienne. Cette découverte a valu a Jennifer
Doudna et Emmanuelle Charpentier le prix Nobel de chimie en 2020. Grace a son efficacité et a sa
facilité d'utilisation, il a révolutionné notre capacité a modifier précisément le génome, conduisant a
1'édition de genes pour des applications cliniques. En ciblant le génome a 1'aide d'un guide ARN, il
permet d'effectuer une coupure double brin précise dans I'ADN a un locus donné. Cette coupure
permet d'invalider ou de corriger le géne ciblé.

Malheureusement, des effets secondaires dits de génotoxicité ont rapidement été décrits. Les
coupures hors cible peuvent induire des modifications de genes non ciblés initialement, ou des
changements majeurs tels que des translocations chromosomiques (génotoxicité « OFF-target »).
Heureusement, ce type de génotoxicité est aujourd'hui sous contrdle grace au développement
d'outils CRISPR-Cas9 « haute-fidélité ». Plus récemment, une autre forme de génotoxicité a été
décrite. Les cassures double-brin dans les génes ciblés peuvent conduire a un large éventail de
modifications génomiques, pas toujours souhaitées ou anticipées, en raison de la complexité des
mécanismes de réparation des cassures double-brin de 1'ADN (« génotoxicité ON-target »). La
génotoxicité « ON-target » peut induire de grandes anomalies de plusieurs milliers a plusieurs
millions de bases qui ne sont pas détectables par les méthodes standard basées sur la PCR. En
utilisant des méthodes génomiques (FISH, scDNAseq CGH-array/SNP-array), notre laboratoire a pu
identifier des changements chromosomiques majeurs dans 0,1 a 10% des cellules [1] : perte
d'extrémité chromosomique, appelée CL-LOH pour loss-of heterozygosity with copy-loss (perte
d'hétérozygotie avec perte de copie), ou modification de l'extrémité chromosomique identique a
l'autre alleéle, comme un « copier-coller ». On parle alors de CN-LOH pour copy-neutral loss-of
heterozygosity (perte d'hétérozygotie sans perte de copie).

Par ailleurs nous avons observé, fortuitement, des gains de matériel génétique a la fois dans les
cellules HEK en ciblant UROS et dans des fibroblastes en ciblant ABRAXAS2. Ces gains (jusqu'a 60
Mb), commencent au site de coupure, et sont en position centromériques.

¢ Projet
Le projet ;roposé vise a mettre en place un « pipeline » bioinformatique permettant 1'analyse des
données de single cell DNA-seq (scDNASeq) afin de mettre en évidence la présence de gains
chromosomiques. Il s’agit d'une mesure de variation du nombre de copies (CNV). Les fichiers de
scDNAseq seront disponibles a partir d'un échantillon qui est connu pour présenter un gain
chromosomique de plusieurs mégabases en amont (coté du centromere) du site de coupure
chromosomique. Ainsi, ce controle cellulaire nous permettra de valider le pipeline bioinformatique
développé dans ce projet. Le développement de cet outil pour la recherche des gains
chromosomiques pourrait permettre son application comme controle de qualité en pré-clinique pour



les protocoles qui envisagent I'approche CRISPR-Cas9 en thérapie génique. En effet, ce pipeline
associé a un scDNA-seq pourrait déterminer si un site de coupure est dans une région génomique
siire ou s’il peut provoquer des gains chromosomiques potentiellement dangereux. En effet, ce gain
chromosomique peut présenter un risque s'il est responsable d'un avantage de croissance cellulaire.
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