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PARTIE I :
INTRODUCTION



. Les outils d’édition du génome

Au cours de ces dernieres années, I'avénement des outils d’édition du génome a
révolutionné la recherche biologique et la médecine. Le répertoire de ces outils s’est
considérablement enrichi, en proposant des améliorations de plus en plus efficaces et
précises. Ainsi, tels de véritables chirurgiens de ’ADN, les chercheurs sont dorénavant
capables de modifier 'TADN a facon, c’est-a-dire d’'insérer, de retirer ou bien de modifier
entre un et plusieurs dizaines voire centaines de nucléotides dans 'ADN de cellules
vivantes. De plus, il est désormais possible de programmer la modification désirée au
nucléotide prés, parfois parmi plusieurs milliards de nucléotides selon les espéces
étudiées. Ces nouvelles opportunités ont permis de développer de nombreuses
applications, aussi bien en recherche fondamentale, pour mieux comprendre la
fonction des genes (génétique inverse), qu’en recherche appliquée, notamment pour
corriger des mutations responsables de maladies génétiques chez ’humain.

1. Historique : premieres démonstrations d’édition ciblée du génome

Les expériences de transgénése ont marqué le début de l'ingénierie des génomes. La
transgenése est définie comme l'introduction délibérée de matériel génétique étranger
dans le génome d’'un organisme vivant. En 1974, les pionniers Rudolf Jaenisch et
Beatrice Mintz ont généré le premier animal transgénique en injectant ’ADN viral du
simian virus 40 (SV40) dans des blastocystes murins'. D’autres expériences phares
ont suivi dont celles menées par Jon W. Gordon et Frank H. Ruddle ayant démontré
I'aspect héréditaire et donc stable de la transgenése dans des modéles murins?3.
Cependant, le caractere aléatoire de l'intégration de I’ADN viral étranger constituait

une limite majeure a cette technique de transgénése.

La premiére preuve de concept de manipulation non aléatoire du génome fut
démontrée au milieu des années 1980 par deux équipes américaines
indépendantes*®. En transfectant des cellules mammaliennes avec une cassette
contenant respectivement le géne de la globine-3 ou bien un fragment du géne Hprt,
ces deux équipes ont prouvé que leur cassette pouvait étre intégrée dans le génome
par mécanisme de recombinaison homologue dirigée (HDR). Cette découverte a été
récompensée par le prix Nobel de médecine pour Mario Capecchi, Oliver Smithies et
Martin Evans en 2007. Toutefois, la probabilité d'obtenir un événement HDR dans les
cellules demeurait trés faible.
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En décembre 1994, I'équipe du Dr. Maria Jasin démontre qu’il est possible d’introduire
des réparations ciblées de I’ADN®. En introduisant un site de restriction de 18 paires
de bases pour la méganucléase I-Scel dans ’'ADN de cellules murines en culture, une
coupure double brin site-spécifique a pu étre générée dans le génome murin. Ce
résultat démontra également que les cassures double brin (CDB) du génome
pouvaient étre réparées selon deux voies de réparation distinctes : par HDR ou bien
plus fréequemment par jonction des extrémités non homologues (NHEJ), résultant de
I'apparition aléatoire de petites insertions et délétions (INDEL) a proximité du site de
coupure. Al'époque des années 1990, I'utilisation des méganucléases comme premier
outil capable d’induire des CDB dites « site-spécifique » a été envisage.

2. Méganucléases et cassures double brins ciblées de ’ADN

Les méganucléases ont été découvertes pour la premiére fois en 1985 chez la levure
de boulanger Saccharomyces cerevisiae’, puis finalement identifiées dans I'ensemble
des domaines de classification des étres vivants : bactéries, archées et eucaryotes®.
Contrairement aux enzymes de restriction bactériennes classiques, les
méganucléases reconnaissent un site de restriction de trés grande taille (14 a 40
paires de bases). Méme si plusieurs centaines de meganucléases existent dans la
nature, la probabilité de trouver une enzyme capable de couper a I'endroit désiré est
trés faible. Le répertoire naturel des méganucléases étant limité, les scientifiques ont
tenté de les améliorer afin de générer des enzymes capables de reconnaitre de
nouveaux sites de restriction. Certains groupes ont généré des méganucléases
« chiméres », en associant des domaines de liaison a I'ADN issus d’enzymes
différentes®'". D’autres approches plus rationnelles ont consisté a muter certains
résidus préalablement connus pour interagir spécifiquement avec ’'ADN (données de
cristallographie)'>-'4. L’évolution dirigée des protéines a également permis de générer,
par pression de sélection chez la bactérie, une version évoluée de la nucléase I-Scel
en 2006"5. Méme si ces premiéres expériences semblent prometteuses, rediriger les
méganucléases vers des cibles de 'ADN d’intérét sans pour autant impacter leur
efficacité et leur spécificité s’avére techniquement complexe et long. Au cours des
années 2000, les chercheurs ont développé de nouveaux outils possédant des sites
de reconnaissance de ’ADN beaucoup plus flexibles et surtout « programmables » par
'expérimentateur, afin que n'importe quelle séquence d’ADN puisse en théorie étre

clivée par une nucléase.

14



3. Nucléases de ’'ADN programmables
3.1 Nucléases a doigt de zinc

Les domaines a doigt de zinc Cys2-His2 sont des motifs de liaisons a '’ADN présents
dans de nombreux facteurs de transcription eucaryotes'®'?. Un motif a doigt de zinc
est constitué d'une trentaine d’acide aminés organisés en une structure
tridimensionnelle composée de deux feuillets beta et une hélice alpha (Bpa) stabilisée
par un ion zinc. Des études cristallographiques ont démontrées les acides aminés en
position -1, 3 and 6 de I'hélice alpha reconnaissent un triplet de nucléotides spécifique
dans I'ADN'®. L’ingénierie moléculaire a permis de générer des domaines a doigts de
zinc capables de reconnaitre quasiment toutes les combinaisons parmi les 64 triplets
de nucléotides existants'®2?4. Ainsi, en combinant en tandem plusieurs briques
élémentaires de domaines a doigts de zinc reconnaissant chacun un triplet de
nucléotides spécifique, il est possible de reconnaitre, en principe, une séquence d’ADN
« sur mesure » beaucoup plus longue (assemblage modulaire). C’est en associant
plusieurs doigts de zinc avec une endonucléase que les chercheurs ont pu concevoir
les nucléases a doigt de zinc (ZFNs) (figure 1).

En 1996, I'équipe Américaine du Pr. Srinivasan Chandrasegaran a pour la premiére
fois prouvée que l'ingénierie du génome était « programmable ». En fusionnant au
domaine catalytique de I'endonucléase Fok | deux motifs a doigt de zinc, I'équipe a
mis en évidence que Fok | était capable de cliver in vitro une séquence d’ADN
spécifique®. Bien que cette stratégie ait été employée pour inactiver divers génes?%-
28 elle présente un taux d'échec assez élevé puisqu’elle ne prend pas en compte les
effets « contextes-dépendants » de chaque sous-unité a doigt de zinc. L’équipe du Pr.
J Keith Joung a précisément évalué ce taux d’échec a 76% aprés avoir analysé des
centaines de combinaisons de trois motifs a doigt de zinc sur 104 séquences cibles
différentes en utilisant un systéme rapporteur par double hybride?®. D’autant plus que
certaines études ont alerté sur la cytotoxicité des ZFNs, notamment dues aux
coupures hors cibles30:3",

Des méthodes de criblage visant a améliorer I'affinité et la spécificité des tandems de
doigt de zinc pour 'ADN ont été décrites3>3*. Méme si ces techniques ont permis
d’améliorer les ZFNs et méme de les porter jusqu'aux études cliniques, (leader
Sangamo Therapeutics, https://www.sangamo.com/) (NCT03653247, NCT03432364,

NCT03666871), elles nécessitent tout de méme une expertise trés spécialisée et

présentent une efficacité limitée.
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3.2 Nucléases effectrices de type activateur de transcription

En 2009, de nouveaux domaines de liaison a ’'ADN appelés domaine effecteur de type
activateur de la transcription (TALE) ont été décrit chez des bactéries
phytopathogénes du genre Xanthomonas3%26. Ces facteurs de transcription produit par
les bactéries ont la particularité d’activer la transcription de genes cibles chez I'h6te
contaminé afin de promouvoir l'infection.

A la différence des motifs a doigt de zinc, les motifs TALEs ne reconnaissent qu'un
seul nucléotide. Chaque motif est constitué de 34 d’acides aminés, dont deux résidus
variables en position 12 et 13 qui conferent une spécificité de liaison a un nucléotide
particulier. Les di-résidus variables NI (Asn-lle), NG (Asn-Gly), HD (His-Asp) et NK
(Asn-Lys)/NH (Asn-His) reconnaissent respectivement les nucléotides A, T, C et G%'.
Sur le méme principe que les ZFNs, les scientifiques ont mis en place les nucléases
effectrices de type activateur de transcription (TALENSs), en fusionnant en tandem
plusieurs motifs TALE avec le domaine catalytique de 'endonucléase Fok | (figure 1).
En comparaison aux ZFNs, il a été montré que les TALENSs étaient moins cytotoxiques
et que les coupures hors cibles étaient moins fréquentes®®3°. Leur principale limite et
leur taille : alors qu'un ¢cDNA codant pour un ZFN mesure environ 1kb, celui d’'un
TALEN peut atteindre 3kb, rendant plus fastidieuses les étapes de clonage et de
d’'introduction des TALENSs dans des cellules vivantes*C.

L’entreprise Cellectis, fondée en 1999 par les frangais André Choulika et David
Sourdive et siégeant a Paris, dispose d'une licence exclusive permettant d’utiliser leur
outil TALEN® pour faciliter I'ingénierie des récepteurs antigéniques chimériques des
lymphocytes T (CAR-T cells), et possede aujourd’hui un portefeuille de 6 candidats en

phase 1 d’essai clinique (https://www.cellectis.com/en).

Bien que de nombreux efforts ont permis d’améliorer les outils ZFNs et TALENS, ces
technologies restent expérimentalement complexes a mettre en place: elles
nécessitent des étapes de re-ingeniérie pour chaque nouvelle cible ADN. De plus, il
est difficile de prédire le comportement des interactions ADN-protéines, comme
démontré par la faible efficacité des ZFNs générés par assemblage modulaire. La
conception de ces outils est freinée par I'absence de régles claires, reproductibles et
robustes. Avec I'émergence de la technologie CRISPR, beaucoup plus simple a
programmer, I'engouement initial lié aux technologies ZFNs et TALENs se dissipa
progressivement a partir de 2013.
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Figure 1 : Mécanisme d’action des ZFNs et TALENs

(A) Représentation schématique d’'un dimére ZFN, symbolisé ici par deux monomeéres adjacents et
antiparalléles de trois domaines a doigt de zinc associés en tandem (ZF de gauche et ZF de droite).
Chaque sous unité ZF reconnait un triplet de nucléotide unique illustré par les carrés de différentes
couleurs, et chacun des monoméres ZF est associé via un linker & une sous unité catalytique de la
nucléase Fok I. (B) Représentation schématique d’un dimere TALEN, illustré par deux monomeéres de
neuf domaines TALE adjacents et antiparalleles (TALE de gauche et TALE de droite) associés via un
linker a une sous unité catalytique de la nucléase Fok I. (C) L'assemblage des deux monomeres ZFN
ou TALEN sur I’'ADN permet la dimérisation de I'endonucléase Fok |, engendrant une cassure double
brin de I'ADN. Deux voies de réparation permettent de réparer ces cassures afin d’introduire des
modifications dans I’ADN : la recombinaison homologue dirigée (HDR) ou bien la jonction des extrémités
non homologues (NHEJ). (D) Lorsqu’'une matrice d’ADN donneur contenant une modification d’intérét
est fournie aux cellules par I'expérimentateur, celle-ci peut étre intégrée au génome par HDR, générant
ainsi un ADN recombinant renferment la modification désirée (évenement rare). (E) Plus fréquemment,
les deux brins clivés peuvent étre réassemblés par jonction des extrémités grace la voie NHEJ. Ce type
de réparation étant imparfait, il aboutit a I'apparition de petites insertions, délétions (INDELs) et
substitutions. Cette stratégie et trés souvent utilisée pour inactiver des génes. Figure traduite et adaptée
de Young Hoon Sun et al.*".
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4. Emergence des outils CRISPR/Cas
4.1 Découverte du systeme CRISPR/Cas chez la bactérie

Afin de se défendre contre les bactériophages, les bactéries et les archées ont
développé au cours de I'évolution des mécanismes de défense immunitaire tres
sophistiqués. Parmi ces mécanismes, deux sont spécifiquement consacrés a éliminer
’ADN viral étranger : le systéme restriction-modification et le systeme CRISPR/Cas
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats).

Le systeme de restriction-modification a premiérement été découvert en 1952 et 1953
par Salvatore Luria et Mary Human*>%3. Afin de protéger leur génome, les
méthyltransférases bactériennes parsément leur ADN de groupements méthyl. En cas
d’infection, 'ADN viral, non méthylé (en général), est alors reconnu comme étranger
par la bactérie. Pour se défendre, celle-ci utilise diverses enzymes de restriction
sensibles a la méthylation. Ces enzymes reconnaissent une courte séquence d’ADN
non methylé et générent une coupure double brin du matériel génétique étranger,
stoppant ainsi la réplication du phage**45. Le systéme restriction-modification est
conservé chez prés de 90% des génomes procaryotes*t. Le 15 février 2023, REBASE

(http://rebase.neb.com) a répertorié prés de 260 000 enzymes de restrictions. Depuis

la découverte de ce systeme, les enzymes de restriction ont été trés largement
exploitées par les laboratoires en tant qu’outils phares du génie génétique (dans des
tubes a essais).

Les séquences répétées inversées du systeme CRISPR ont été identifiées pour la
premiére fois en 198747, En étudiant la séquence du géne iap chez Escherichia coli, Y
Ishino et al. ont identifié un fragment insolite composé de 5 séquences homologues
répétées de 29 nucléotides séparées par des séquences spacer de 32 nucléotides.
Des études comparatives ont démontré que ce type de séquence était conservé chez
de nombreuses autres espéces procaryotes et archées*®-0, La fonction immunitaire
du systéme CRISPR/Cas a été expérimentalement démontrée en 2007 par Rodolphe
Barrangou et Philippe Horvath®'. En infectant une souche sensible de Streptococcus
thermophilus avec des bactériophages virulents isolés a partir d’échantillons de yaourt,
ces chercheurs ont isolé 9 clones bactériens résistants aux bactériophages. Une
analyse génétique a révélé que les clones mutants avaient acquis au moins une

nouvelle séquence spacer d’'une trentaine de paires de bases (pb) dans leur génome,
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au niveau d'un locus CRISPR, a proximité des genes Cas. Curieusement, ces
séquences spacers correspondaient a 100% aux séquences proto-spacers retrouvés
dans le génome des phages et conférent aux bactéries un phénotype résistant®'. En
cas de réinfection, I'acquisition de ces nouvelles séquences spacers permettent aux
enzymes Cas de cliver spécifiquement les séquences proto-spacers de ’ADN/ARN du
phage pour stopper sa reéplication (figure 2). Trés peu de temps aprés cette
découverte, il a été montré que l'activité endonucléase des protéines Cas était guidée
par les ARN CRISPR (crRNA), directement transcrits a partir des séquences
spacers®®. D’autres travaux ont révélés l'importance des ARN CRISPR trans
activateurs (tracrRNA) et motifs protospacer-adjacent (PAM) pour le fonctionnement
du systéme CRISPR/Cas®354,

Selon l'organisation des locus CRISPR et la fonction des différents génes Cas
associes, les systemes CRISPR/Cas ont été hiérarchisés en deux grandes classes (|
et Il), incluant six types (I a VI). Diverses enzymes Cas sont impliquées dans les étapes
de l'intégration des séquences spacer (généralement Cas1 et Cas2), la maturation des
crRNA et le clivage du 'ADN ou I’ARN viral étranger. Les systemes de types |, Il et V
reconnaissent et clivent de '’'ADN, celui de type VI agit sur ’'ARN, celui de type IIl agit

a la fois sur ’ARN et 'ADN et pour celui de type IV ce n'est pas trés bien décrit>>-%8.

Le systeme CRISPR-Cas de type Il, dérivé de chez Streptococcus pyogenes, est
notamment composé de I'enzyme Cas9 (SpCas9) (figure 2). Grace a son activité
endonucléase, cette derniére est responsable du clivage double brin de 'ADN viral
étranger. Précisément, le domaine HNH de la Cas9 clive le brin d’ADN ciblé par ’ARN
alors son domaine RuvC-like va cliver le brin non ciblé®. La protéine Cas9 a été
jusqu’a présent la plus exploitée pour le développement des outils d'édition du

génome.
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Figure 2: Fonctionnement du systeme immunitaire CRISPR/Cas9 de

Streptococcus pyogenes.

(1) Dés qu’un phage est adsorbé a la surface d’une cellule, celui-ci injecte son ADN viral dans la bactérie
puis utilise la machinerie cellulaire de 'h6te pour se répliquer et produire de nouveaux virions. (2)
Seulement quelques bactéries vont survivre a l'infection, grace a l'incorporation d’'une séquence virale
spacer d’'une trentaine de nucléotides dans leur génome, au niveau d'un locus CRISPR. Chez la plupart
des espéces bactériennes, ce processus est médié par les enzymes Cas1 et Cas 2. (3) En cas de
réinfection par le méme phage, le locus CRISPR est transcrit et forme un long précurseur ARN (pre-
crRNA) composé de plusieurs spacers et séparés par des séquences répétées. (4) Le pre-crRNA est
maturé par la RNAse Il pour générer des crRNA (spacers individualisés). Un crRNA s’assemble par
hybridation complémentaire avec un tracrRNA pour former un complexe crRNA-tracrRNA. (5) Le
complexe crRNA-tracrRNA s’associe avec I'endonucléase Cas9 pour former un complexe
ribonucléoprotéique et guider la Cas9 jusqu’a sa cible. (6) Aprés appariement de type Watson-Crick
entre le spacer bactérien et le proto-spacer viral, 'enzyme Cas9 vient catalyser le clivage du matériel
génétique viral entrant, stoppant ainsi I'infection : c’est la résistance. A noter que une petite séquence
PAM est présente dans le proto-spacer viral mais absente dans le locus CRISPR, empéchant ainsi le
clivage du locus CRISPR par la Cas9 (auto-immunité). Schéma traduit et adapté de Abozar Ghorbani

et al.®0.

20



4.2 Vers la création d’un outil d’édition du génome programmable

Cette découverte capitale a incité les scientifiques a reprogrammer le systéme
CRISPR-Cas9 de Streptococcus pyogenes pour cliver une séquence d’ADN d’intérét.
Pour fonctionner, 'enzyme Cas9 a besoin d’un tracrRNA et d’'un crRNA. Le tracrRNA
fonctionne comme un adaptateur pour la Cas9, tandis que le crRNA dirige le complexe
vers la séquence virale cible. Pour former un complexe tracrRNA-crRNA stable,
I'équipe d’Emmanuelle Charpentier a démontré que I'extrémité 3’ du crRNA s’associe
avec I'extrémité 5’ du tracrRNA®® (figure 2). A partir de cette observation, Jinek at al.,
ont eu I'idée de former en 2012 ARN chimérique en fusionnant le tracrRNA et le crRNA.
Cet ARN chimérique a été baptisé single guide RNA (sgRNA ou ARN guide), et a
permis de condenser le systéme CRISPR/Cas9 en 2 éléments seulement : la Cas9 et
le sgRNA®'. Les tests effectués in vitro ont démontré qu’en remplagant juste la
séquence d’hybridation a ’ADN dans I’ARN guide - de 20 nucléotides seulement
- il était possible de programmer spécifiquement la cassure double brin dans
une séquence d’ADN d’intérét®’. La seule contrainte étant qu'un motif PAM NGG
soit présent dans I'’ADN, a proximité de la région ciblée par ’ARN guide®?. Ce motif
sert de «référence » a la Cas9 qui vient cliver sa cible ADN trois nucléotides
exactement avant I'extrémité 5 de ce triplet NGG. Ces expériences ont mis en
évidence toute l'efficacité, la versatilité et le caractére programmable de ce systeme
dirigé par I'ARN. En effet, contrairement aux interactions ADN-protéines, les
interactions ADN-ARN sont prédictibles. D’autant plus que les ARN sont souples, trés

faciles a concevoir (principe d’appariement Watson-Crick) et a produire.

Ces travaux publiés en juin 2012, trés largement cités par la communauté scientifique,
ont marqué le point de départ du développement des outils CRISPR/Cas. Les deux
auteurs correspondantes, Jennifer A. Doudna et Emmanuelle Charpentier
remporterent le prix Nobel de Chimie en 2020.

CRISPR/Cas9 est rapidement devenu un outil d’édition du génome de référence pour
induire des CDB et réparations de ’ADN sur mesure, il est efficace : in vitro, chez la
bactérie®® et dans des cellules en culture®*%¢ mais également in vivo dans de
nombreux organismes modéles en biologie (animaux et végétaux)®’-2, et méme chez

I'nomme’?® (leaders Intellia therapeutics https://www.intelliatx.com/ et Editas medicine

https://www.editasmedicine.com/). En février 2023, pas moins de 36000 articles avec

la mention « CRISPR » ou « Cas9 » dans leur titre ou abstract ont été publiés

(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/).
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De la méme maniére que pour les ZFNs et TALENS, ce nouvel outil CRISPR/Cas9 a
surtout été utilisé pour inactiver des génes (CRISPR/KO) et étudier leur fonction, mais
aussi pour installer de petites modifications génétiques d’intérét en exploitant la
réparation par HDR.

4.3 Réparation des cassures double brins induites par CRISPR/cas9

Les mécanismes de réparation des CDB les plus fréquents sont la jonction des
extrémités non homologues classique (c-NHEJ) et la recombinaison homologue
dirigée (HDR). L’annexe | résume les mécanismes moléculaires régissant ces voies

de réparation, et sont précisément décrits dans ces revues’*77.

Brievement, la réparation par c-NHEJ est non conservative. Elle est basée sur la re-
ligation des deux extrémités lésées. Autrement dit, la séquence d’ADN d’origine n’est
pas rétablie et laisse apparaitre a la place de petites insertions/délétions autour du site
de coupure (INDELs)"*. Les outils d’édition du génome exploitent la réparation non
conservative pour inactiver des génes cibles. En effet, la plupart du temps, I'apparition
d’INDELs dans les séquences exoniques entraine un décalage du cadre de lecture et
I'apparition d’'un codon stop prématuré, menant bien souvent a 'activation de la voie
de dégradation de 'ARN messager non-sens (NMD)’8. Bien que I'apparition de ces
INDELSs ne soit pas contrdlée, plusieurs algorithmes et outils de type machine learning
permettent de prédire ces modifications”®:80,

Lorsqu'un expérimentateur désire intégrer au niveau du site de coupure une
modification génétique précise de type substitution ou INDEL ou bien insérer une
cassette beaucoup plus grande, il peut concevoir un ADN donneur que la cellule
utilisera comme matrice de réparation®’. Le choix du type de matrice de réparation est
déterminé selon la taille de la modification génétique souhaitant étre intégrée au
génome.

Les petites modifications (1 a 50 nucléotides) requierent un ADN donneur simple brin
assez court (ssDNA), inférieur a 200 nucléotides. Cette matrice doit contenir a chacune
de ses extréemités une séquence de 30 a 50 nucléotides homologue aux séquences
flaquant le site de coupure, appelés bras d’homologie?®'3. L’avantage des ssDNA est
qu’ils sont tres faciles a synthétiser chimiquement.
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Lorsque I'expérimentateur souhaite insérer un plus grand fragment (ex : cassette, tag,
rapporteur fluorescent, gene de résistance), il peut utiliser un ADN donneur double
brin, linéaire ou circulaire, contenant des bras d’homologies entre 400 et 1000 pb*84-
8,  Cette matrice sera recopiée puis intégrée au génome par mécanisme de
recombinaison homologue dirigée (HDR). Comme elles sont plus longues, les matrices

d’ADN double brin sont produites le plus souvent par clonage.

Bien que I'expérimentateur fournisse aux cellules une matrice de réparation, des
études ont montrées que les cellules utilisent davantage la réparation de type c-NHEJ
au lieu de la voie HDR®. Cela conduit a des taux d’édition d’intérét relativement faible,
et peut étre expliqué par divers facteurs. Notamment, il a été démontré que la cinétique
de réparation par HDR était beaucoup plus lente que celle par NHEJ, de l'ordre de 7h

ou plus versus une trentaine de minutes®8.

Diverses méthodes ont donc été développées pour augmenter le ratio HDR/NHEJ et
faciliter I'installation de modifications génétiques d’intéréts.

4.4 Augmentation du ratio HDR/NHEJ

Deux techniques complémentaires majeures permettent d’améliorer les rendements
HDR : la modification de I'expression ou de I'activité des acteurs spécifiques des voies
HDR/NHEJ ou bien I'optimisation des outils CRISPR/Cas9.

Premiérement, il a été démontré qu’en inhibant 'expression de certains acteurs clés
du NHEJ (KU70/80 et 'ADN ligase 1V), ou, en contraire, en surexprimant certaines
protéines de la réparation par HDR (Rad51), il était possible de favoriser
significativement les événements HDR par rapport aux événement NHEJ in vitro et in
vivo®®9, Méme si ces preuves de concept sont trés prometteuses, il semblait
important pour les chercheurs de développer des méthodes permettant d’inhiber le
NHEJ de maniére transitoire, afin de faciliter les applications thérapeutiques des
réparations par HDR.

Des méthodes de criblage ont permis d’identifier puis de tester de nouveaux composeés
chimiques capables d’améliorer les taux d’HDR, telles que les molécules L755507,
Brefeldin A, RS-1 et inhibiteurs de 'ADN ligase IV%49, En 2015, Takeshi Maruyama et
al. ont ainsi démontré que la molécule SCRY7, qui cible le domaine de liaison a 'ADN
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de la ligase IV, permet d’augmenter jusqu’a 19 fois l'efficacité de 'HDR dans des
cellules mammaliennes®. De maniére similaire, Van Trung Chu et al. ont utilisé les
protéines E1B55K et E4orf6é dérivées d’'un adénovirus qui permettent I'ubiquitination
et la dégradation de I'’ADN ligase IV®° et d’autres ont utilisés les inhibiteurs de DNA-
PK KU-0060648 et NU7441°,

Comme les réparations HDR ont principalement lieu durant les phases S et G2, une
autre stratégie utilisable in vitro consiste a synchroniser les cellules en culture et a
délivrer au bon moment la matrice de réparation d’ADN®.1%0_ Alexandre Orthwein et
al. ont également démontré que la surexpression d’'un mutant gain de fonction CtIP
(CtIP-T847E) dans des cellules 53BP1 KO permettait d’activer la voie HDR dans les

cellule en phase G1%°.

Deuxiemement, 'optimisation des matrices de réparation et de la Cas9 peut également
s’avérer efficace. Comme démontré par I'équipe de Jean-Paul Concordet et Carine
Giovannangeli, l'utilisation d’oligonucléotides chimiquement modifiées avec des
groupements phosphorothioate améliore les rendements HDR dans des cellules en
culture et permettent d’insérer certaines modifications allant jusqu’a 100 paires de
bases'®. Natasa Savic et al ont congu une matrice de réparation directement attachée
a la Cas9 par liaison covalente, permettant d’améliorer jusqu’a 24 fois I'efficacité de
réparation par HDR''. Les études cinétiques de Christopher D Richardson et al. ont
quant a elle démontrées que quelques heures aprés la coupure, la Cas9 libérait dans
un premier temps I'extrémité 3’ du brin non ciblé par 'ARN guide. Ainsi, en concevant
une matrice ssDNA complémentaire au brin libéré en premier par la Cas9 (ssDNA
asymetrique), les taux d’HDR ont pu étre améliorés jusqu’a 60% dans les cellules
humaines'®?. Dernier exemple parmi tant d’autres, en 2022, Evelyn Chen et al., ont
démontré qu’en fusionnant la Cas9 avec PRDMY9, une histone méthyltransférase
responsable du dépdt des marques H3K36me3 et H3K4me3, il était possible
d’augmenter le ratio HDR:indel de 5 fois, et cela dans plusieurs lignées cellulaires’%3.

Malgré toutes ces stratégies, I'essor de nouvelles études alertant sur les dangers

potentiels des CDB et coupures hors-cibles ont amené les scientifiques a prendre du

recul sur ces outils (frein pour la thérapie in vivo chez 'lhomme).
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4.5 Coupures en dehors de la cible

Bien que la Cas9 soit guidée spécifiquement par un ARN guide de 20 nucléotides, les
nombreuses données de la littérature sont formelles : les outils d’édition du génome
CRISPR/Cas sont susceptibles de générer des CDB non désirées en dehors de la
cible, communément appelées modifications « off-target »'%41%5, Ces modifications
surviennent lorsque ’ARN guide se fixe sur une séquence nucléotidique similaire a la
séquence cible (contenant entre 1 et 5 mésappariements ou INDELs)'%.107_ [ "activité
hors-cible peut générer de petites INDELs'%41%5 de larges insertions ou délétions'%8
voire méme des translocations chromosomiques'%.1%°, Plus important encore, dans le
domaine pré-clinique et clinique, il est possible que de telles coupures s'immiscent
dans des proto-oncogénes ou genes suppresseurs de tumeurs. On peut aisément
concevoir les consequences préjudiciables associées au gain ou la perte de fonction
de tels genes sur le long terme (développement d’un cancer).

Il est donc trés important pour les scientifiques de développer des méthodes sensibles,
et efficaces a I'échelle du génome afin de localiser et quantifier précisément ces
évenements indésirables et faciliter la sélection des outils thérapeutiques les plus

sécurisés.

L’identification des sites de coupure hors de la cible peut se faire par deux grandes
approches : soit a l'aide d’outils de prédictions bio-informatiques (avec a priori, in
silico), soit a I'aide de techniques expérimentales pangénomiques basées sur l'activité
des nucléases (sans a priori, in vitro ou in cellulo). Une fois la nucléase ayant opéré
sur son substrat, les sites de coupure hors de la cible sont séquencés a haut débit afin

de quantifier précisément leur incidence.

Méthodes avec a priori — in silico

Les outils de prédictions bio-informatiques permettent d’identifier de potentiels sites de
coupure hors de la cible selon le degré d’homologie entre la séquence de 'ARN guide
et des régions de 'ADN. Typiquement, la Cas9 peut tolérer des mésappariements
ADN:ARN de 3 a 6 paires de bases sur les 20'%6197 et/ou des INDELs de 1 a 5 paires
de bases'®™ tout en conservant son activité nucléase. Généralement, les

mésappariements/INDELSs localisés a distance de la séquence PAM sont davantage
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tolérés que ceux localisés a proximité du PAM'%. ’équipe de Feng Zhang a montré
que le mésappariement d’un seul nucléotide entre ’ARN guide et ’ADN pouvait parfois
mener a une efficacité d’édition aussi importante que celle obtenue avec une
hybridation parfaite'®. De nombreux outils bio-informatiques ont donc été programmés
pour rechercher dans un génome donné ces potentiels sites flanqués par un motif PAM
tels que Cas-OFFinder, CHOPCHOP ou CRISPOR"'-"5_ Pour chaque site potentiel,
des algorithmes calculent des scores de fiabilité (ex : MIT-score''#, Cutting Frequency
CFD score''®) en prenant en compte le nombre de mésappariements ADN:ARN, leur
nature et leur position sur 'ARN guide. Méme si ces techniques de prédictions sont
accessibles a tous et faciles a appréhender, elles demeurent tout de méme trés peu
fiables et présentent un taux de faux positifs trés élevé (figure 3). De plus, certaines
études ont démontré que la SpCas9 est capable de reconnaitre, en moindre mesure,
certaines PAM alternatives telles que 5-NCG-3’ et 5-NGA-3’ au lieu de 5'-NGG-3'116,

Méthodes sans a priori in vitro

Aux cours des années, plusieurs méthodes visant a évaluer la capacité des nucléases
a cliver ’ADN in vitro, ont été mises au point puis discutées en détail''”-118, La premiére,
appelée digenome-seq, est basée sur la digestion in vitro d'un génome complet
(digenome) par la Cas9. Les fragments digérés sont ensuite détectés par séquengage
du génome complet!'®-121_ C’est probablement I'une des plus chére et moins sensible
a ce jour car elle requiert le séquengage du génome complet avec une couverture
suffisante pour détecter les distinguer les événements rares du bruit de fond (environ

4 a 5 millions de reads pour le génome humain)'?".

Par la suite, d’autres méthodes ont été mises au point. Succinctement, le principe des
technologies CIRCLE-seq et SITE-seq'?'23 repose sur la ligation d’adaptateurs de
séquencgage au site de coupure, lorsque la Cas9 génére une cassure. La présence
des adaptateurs permet d’enrichir uniquement les fragments clivés pour faciliter leur
détection par séquencage. Dans le cadre du SITE-seq, ces adaptateurs sont
biotinylés. Le CHANGE-seq, développé plus récemment, utilise les propriétés de la
transposase TnS pour générer des fragments d’ADN circularisés qui seront ensuite
mis en contact avec las Cas9 et son ARN guide. La coupure de ’ADN circulaire par la

Cas9 engendre l'apparition d'un fragment linéaire qui est ensuite enrichi par

amplification puis détecté par séquencage haut-débit'?*.
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Généralement, ces techniques in vitro présentent 'avantage d’étre plus sensibles que
les techniques in cellulo (inférieur a 0.1% in vitro)''®. Cependant, elles demeurent
approximatives compte-tenu du taux élevé de faux positifs (figure 3). Dans le cadre de
I'évaluation de la spécificité de la molécule thérapeutique NTLA-2001 (traitement de
I'amyloidose héréditaire a transthyrétine par CRISPR/KO), la technologie SITE-seq a
permis d’identifier au total 475 potentiels sites de coupures hors-cible, dont 468 se
sont révélés étre de faux positifs (>98,5%) apres analyse dans les cellules éditées
(figure 3)73. De plus, ces techniques ne permettent pas de prendre en compte certains
criteres inhérents a I'environnement intracellulaire, tels que la structure de la
chromatine et son accessibilité, les modifications épigénétiques, le type cellulaire ou
encore la compétition pour la liaison a 'ADN avec d’autres protéines nucléaires qui

affectent I'activité des nucléases'?°,

En 2018, Daesik Kim et al. ont revisité le Digenome-seq en utilisant une méthode
d’extraction d’ADN douce permettant de conserver ’ADN chromatinien natif a la place
de 'ADN dénaturé sans histone (DIG-seq). lls ont démontré que la plupart des sites
clivés dans ’ADN dénaturé sans histone ne I'étaient pas dans les régions condenseées
de 'ADN chromatinien natif, confirmant I'idée que 'apparition des coupures hors-cibles
dépendent bien de I'état chromatinien'?°. Par conséquence, le nombre de site faux

positifs est considérablement réduit avec cette technique.

Méthodes sans a priori in cellulo

Contrairement aux méthodes in vitro, les méthodes in cellulo évaluent les contraintes
spécifiguement liées au type cellulaire, au contexte intracellulaire, a la concentration
des complexes ribonucléoprotéiques (RNP) présents dans le noyau et a leur propriété
de diffusions qui sont limités par 'ensemble des constituants du noyau.

La technologie GUIDE-seq est probablement I'une des plus populaires a ce jour'?%126,
La premiére étape repose sur la transfection des cellules avec la Cas9, 'ARN guide
(ou autre type de nucléases) ainsi qu'un oligodéoxynucléotide double brin de 34 pb
(étiquette moléculaire) qui sera intégré a certains site de coupure par un mécanisme
dépendant du NHEJ'?-'%0_ Lors de la deuxiéme étape, '’ADN génomique est extrait,
fragmenté puis les segments d’ADN ayant intégrés I'étiquette moléculaire sont
spécifiquement enrichis par PCR puis détectés par séquengage haut débit. D’'un point

de vue technique, la sensibilité du GUIDE-seq dépend principalement de la quantité
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d’ADN de départ et surtout la profondeur de séquengage utilisée. D’'un point de vue
biologique, la sensibilité des techniques in cellulo est limitée puisque I'apparition d’une
coupure est déterminée par nombreux parametres biologiques fluctuants cités
précédemment ainsi que l'efficacité de transfection et la concentration de I'étiquette
moléculaire ayant réellement atteint le noyau. D’autant qu’'une cassure ne méne pas
forcement a I'étiquetage, et par conséquent de véritables sites de coupure hors de la
cible sont potentiellement manqués. A noter également que cette technologie n’est
pas adaptée pour les cellules résistantes a la transfection et I'oligodéoxynucléotide a
déja été associé a des effets cytotoxiques dans les cellules primaires'?°.

D’autres techniques expérimentales ont été developpées, telles que le GUIDE-tag

(version améliorée du GUIDE-seq)'®', le DISCOVER-seq'®?, le BLISS'®3, le BLESS"3#,
FIDLV'35, THTHTS'36, le ONE-seq'¥, le TAG-seq'®%, et I''TR-seq®.
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mm SITE-Seq

m Guide-seq

Prediction
PHH lot 1 PHH lot 2
Site description Annotation Mean A indel (%) p value Mean A indel (%) p value
On-target On-target 92,57 £ 7.85 0.001 93.50 £ 0.10 1.91E-07
Off-target 1 Intergenic 7.37%0.72 0.002 1.43 £0.12 1.99E-04
Off-target 2 Intronic 3.70£0.10 3.90E-06 1.07 £0.15 4.11E-03
Off-target 3 Intergenic 0.87 £ 0.06 3.50E-05 0.50 +0.20 0.037
Off-target 4 Intergenic 1.50  0.69 0.03 0.33 £0.06 0.001
Off-target 5 Intergenic 0.30+0.10 0.02 0.13 £ 0.06 0.029
Off-target 6 Intronic 0.27 £ 0.06 0.01 0.10 £ 0.00 0.211
Off-target 7 Intergenic 0.27 £ 0.06 0.01 0.10 £ 0.00 0.091

Figure 3 : Sites de coupure hors cibles du candidat thérapeutique NTLA-2001.

(A) Le diagramme de Venn illustre les potentiels sites de coupure hors cibles pour 'ARN guide 5'-
AAAGGCUGCUGAUGACACCU-3 de NTLA-2001. Ces sites ont été mis en évidence par le logiciel de
prédiction in silico Cas-OFFinder (vert), le GUIDE-seq (violet) et le SITE-Seq (rouge). Le site réellement
ciblé par la Cas9 fait bien parti des 7 candidats identifiés par les 3 méthodes. (B) Les 657 potentiels
sites identifiés par ces 3 méthodes ont tous analysés par séquengage d’amplicon a haut débit et 7 locis
au total (1,07%) ont été validés comme sites de coupures hors-cible aprés traitement de deux lots
d’hépatocytes primaires humais (PHH) avec des doses saturantes de NTLA-2001. Données provenant

de Julian D Gillmore et al.”.
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En somme, comme démontré sur la figure 3, en combinant différents outils (in silico,
in vitro, in cellulo), la probabilité de manquer de potentiels sites de coupures hors de
la cible est minimisée. Les technologies in vitro telles que le SITE-seq ou le CIRCLE-
seq restent tout de méme les plus exhaustives et les plus sensibles. En 2018, I'équipe
de J. Keith Joung a mis au point la stratégie « VIVO » visant a quantifier les effets
hors de la cible a partir de modéles animaux'°. La premiére étape de « découverte »,
exploite les différents outils préalablement décrirs (ex : outils in silico combiné au
CIRCLE-seq). Une deuxiéme étape de « confirmation » des candidats est effectuée
par séquencgage d’amplicon profond. Cette étape est réalisée in vivo (ex : modéle
murins), en utilisant comme échantillon les tissus qui ont été exposés aux nucléases
et en prenant en compte les facteurs de dose injectée et temps passé aprés I'injection.
La limite de détection de cette stratégie est de I'ordre d’environ ~0.1% pour la détection

des INDELSs (limite de sensibilité des technologies de séquengage haut-débit)'40.

De multiples stratégies ont été déployées par les scientifiques afin d’abaisser la
fréquence des modifications hors cible.

Optimisation de 'ARN quide

Des études ont démontrées que I'extrémité 5’ de 'ARN guide était capable de tolérer

certains mésappariements avec 'ADN génomique sans affecter l'activité de la
Cas9'%%.141 Par conséquent, I'équipe de J Keith Joung a émis I'hypothése que cette
extrémité 5’ était dispensable pour maintenir I'activité de la Cas9. En utilisant des ARN
guides tronqués, avec une taille entre 17 et 18 nucléotides, cette équipe a démontré
gu’il était possible de réduire ces évenements indésirables de plus de 5000 fois. Cette
modification ne semble pas affecter I'efficacité de clivage au site réellement ciblé par
I’ARN guide, méme si cela reste & démontrer sur un grand nombre de loci'#?. Tout de
méme, nous pouvons souligner que d’'un point de vue purement statistique, la
diminution de la taille de 'ARN guide, et donc de la séquence d’ADN reconnue,
augmente nécessairement la probabilité de retrouver une séquence similaire dans le

génome (apparition de nouveaux sites de coupures hors-cibles potentiels).

Charles A. Gersbach et son équipe ont quant a eux démontré que l'ajout d’'une

structure secondaire de type épingle a cheveux au niveau de I'extrémité 5’ de 'ARN

guide impactait la Cas9 a adopter la conformation nécessaire pour cliver ’ADN. Cette
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structure secondaire génére en effet une barriere stérique et énergétique qui est
d’autant plus importante a résoudre lorsque des mésappariements ADN:ARNg sont
présents. En moyenne, la spécificité des effecteurs Cas a été améliorée d’environ 55
fois avec cette stratégie'.

D’un point de vue thermodynamique, les duplexes ADN-ADN sont moins stable que
les duplexes ADN-ARN'44.145 | ’équipe de Daniel G Anderson a donc supposé qu’un
guide chimérique, formé a la fois de désoxyribonucléotides et de ribonucléotides (ADN
et ARN), serait moins susceptible de reconnaitre des séquences d’ADN en présence
de mésappariements. En modulant le nombre et la position des désoxyribonucléotides
dans la séquence du guide, cette équipe a démontré que les guides chimériques
ADN/ARN permettaient aussi de réduire 'activité hors-cible de la SpCas9 dans des

lignées cellulaires6.

Optimisation de I'architecture des outils CRISPR/Cas

En s’inspirant de I'architecture des ZFNs et des TALENS, les chercheurs ont développé
des paires de nickase. En combinant deux ARN guides ciblant deux séquences d’ADN
adjacentes, la probabilité de retrouver deux mémes séquences similaires dans le
génome diminue statistiquement. La coupure double brin est générée par les deux
coupures simple brin (une coupure sur chaque brin d’ADN apportée par chaque
nickase) (figure 4). Cette stratégie a été mise au point par I'équipe de Feng Zhang et
a effectivement démontrée une réduction de l'apparition d'INDELs au niveau de
plusieurs sites de coupures hors-cible'’. Toutefois, I'addition d'un ARN guide
supplémentaire augmente nécessairement la probabilité de générer une cassure
simple brin (susceptibles elles aussi de générer certaines fois des INDELs). Afin de
pallier a ce probleme tout en conservant une architecture similaire, deux équipes
indépendantes ont publié la méme année en utilisant une paire de Cas9 dépourvue
d’activité endonucléasique (dCas9). Chaque monomeére de dCas9 a éteé fusionné a un
domaine catalytique de la nucléase Fok1'48.14°. Comme pour les ZFN et les TALENS,
'assemblage de deux monomeéres de dCas9/ARNguide sur 'ADN permet la
dimérisation de I'endonucléase Fok1, engendrant I'apparition d'une CDB de I'ADN
(figure 4). Méme si ces deux stratégies semblent intéressantes, il ne faut pas oublier
que cela complexifie indéniablement I'architecture initiale des outils CRISPR/Cas et
constitue une barriere pour I'administration de ces outils avec les vecteurs viraux dont

la taille du génome est limitée.
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Figure 4 : Nouvelles architectures CRISPR/Cas9 de haute spécificité.

(A) Représentation schématique d’'une paire de nickases (Cas9n), composée de deux sous unités
adjacentes et antiparalléles de complexe Cas9n/ARNg. Chaque sous unité induit une cassure
monocaténaire sur 'ADN représentée par une fleche rouge. Schéma traduit et adapté de F. Ann Ran
et al.'. (B) Représentation schématique d’'un dimére dCas9-Fokl. Chaque monomére dCas9 est
associé via un linker a une sous unité catalytique de la nucléase Fok |. L’assemblage des deux
monomeres sur I’ADN permet la dimérisation de I'endonucléase Fok I, engendrant une cassure double
brin de 'ADN. Schéma traduit et adapté de Shengdar Q. Tsai et al.™®,
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Les études cristallographiques du complexe spCas9-ARN guide associé a 'ADN ont
révelé la présence d’un sillon chargé positivement entre les domaines HNH et RuvC
de la Cas9 (domaines nucléase) et le domaine d’'interaction avec la PAM'1%1 Ce
sillon chargé positivement laisse passer et interagit avec le brin non ciblé par la Cas9,
chargé négativement. Sur la base de cette découverte, un groupe de chercheurs a
émis I'’hypothése que l'activité de la Cas9 était permise par la séparation des deux
brins d’ADN. Selon cette hypothése, la neutralisation des charges positives de ce sillon
permettrait d’affaiblir I'interaction avec le brin non ciblé par la Cas9 (affaiblissement de
I'activité hélicase de la Cas9), et donc de rendre plus difficile la séparation des deux
brins ’ADN"52, D’un point de vue énergétique, les mésappariements entre I’ARN guide
et 'ADN cible seraient donc beaucoup moins tolérés puisqu’ils privilégieraient la
réhybridation entre les deux brins d’ADN complémentaires, réduisant ainsi 'apparition
des coupures en dehors de la cible'?.

Sur la base de cette hypothése, cette équipe de chercheurs a entamé une démarche
d’'ingénierie rationnelle du sillon chargé positivement de la SpCas9. En mutant
séquentiellement plusieurs résidus chargés positivement en alanine, lan M Slaymaker
et al. ont identifié le variant eSpCas9(1.1) (K848A/K1003A/R1060A) dont la spécificité
a été améliorée (réduction des coupures en dehors de la cible). A titre informatif, en
comparaison a la spCas9 sauvage, le variant eSpCas9(1.1) a éliminé 22 des 24 sites
de coupure hors de la cible associé aux ARN guides EMX1(1) et VEGFA(5,1) (<0.2%

indel)'s2,

En partant également des données cristallographiques, Benjamin P Kleinstiver et al.
ont aussi supposé que le complexe SpCas9-ARNg pourrait posséder plus d'énergie
qu’il n’en faut pour cliver sa cible, et que ce surplus énergétique pouvait étre
réquisitionné pour également cliver des sites mal apparariés avec 'ARN guide. Afin de
diminuer les interactions non spécifiques entre la SpCas9 et 'ADN (et donc réduire
I'énergie mise en jeu dans cette interaction et augmenter la spécificité de la SpCas9),
cette équipe a muté 4 résidus impliqués dans la formation de liaisons hydrogénes avec
le phosphosquelette d’ADN pour produire le variant SpCas9-HF1 (N497A, R661A,
Q695A, Q926A). La spécificité de ce variant e été évaluée a I'échelle du génome par
la technique GUIDE-seq puis confirmée par séquencage d’amplicon profond. Le
variant SpCas9-HF1 permet d’abaisser tous (ou presque) les événements de
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coupures hors de la cible a des niveaux indétectables et tout en conservant une

activité aussi élevée que la SpCas9 sauvage au niveau de la région ciblée'>.

Deux années apreés, une autre équipe alerta tout de méme la communauté en
démontrant que lorsque les variants SpCas9-HF1 et eSpCas9(1.1) étaient
délivrés aux cellules HEK293T sous forme de complexe RNP, leur activité au site
cible était considérablement réduite en comparaison a la SpCas9 sauvage. Une
explication plausible concerne la cinétique de clivage du variant SpCas9-HF1, qui est
100 fois plus lente que la SpCas9 sauvage'*. On peut donc supposer que la cinétique
de dégradation des complexes RNP dans les cellules chevauche la cinétique de
clivage sur la cible a I'échelle de I'ensemble des cellules. Ces variants ne sont donc
pas adaptés pour une utilisation sous forme de complexe RNP.

Cette équipe a alors utilisé un criblage bactérien sans a priori afin d'identifier des
variants Cas9 susceptibles de conserver une haute activité méme lorsqu’ils sont
délivrés sous forme de complexe RNP (expression transitoire). Au total, 250 000
clones bactériens ont été testés (5-7 mutations par kilobase). Les candidats
présentant une activité hors-cible réduite sans sacrifier I'activité cible ont été retenus
dans un premier criblage (875 candidats). Sur ces 875 candidats, un deuxiéme
criblage a été effectué avec un ARN guide différent, et 163 hits ont été retenus (94
mutations). Finalement, [lefficacité et la spécificitt des 94 variants ont été
systématiquement comparées a la SpCas9 sauvage dans des lignées cellulaires, et le
meilleur variant s’est avéré étre le R691A, nommé ensuite HiFi Cas9. Comme cette
mutation est présente dans le domaine interagissant avec le brin ciblé par 'ARN guide
(domaine REC3), les auteurs supposent qu'il est plus difficile pour la Cas9 de passer
d’'une conformation « inactive » a une conformation « active » en présence de
mésappariements. La HiFi Cas9 a été testée sous forme de complexe RNP dans des
cellules souches hématopoiétiques CD34+ de donneurs atteints de drépanocytose, et
s’est révélée aussi efficace que la SpCas9 sauvage pour corriger la mutation délétére

Glu6Val du géne HBB et tout en réduisant les coupures hors-cible de 20 fois%®.

De nombreux autres variants ont été décrits et ils sont regroupés au sein du tableau
1'% Plusieurs stratégies complémentaires ont permis d’améliorer la fidélité des outils
CRISPR/Cas9, mais leur utilisation préclinique ou clinique reste encore restreinte, la
SpCas9 sauvage étant effectivement la plus caractérisée et la plus utilisée

actuellement.
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Classification Stratégie Variants Cas9 a haute fidélité

Evolution dirigée des Sniper-Cas9 (PMID: 30082838), HiFi Cas9 (PMID:
Ingénierie protéines 30082871), xCas9 (PMID: 29512652), SpartaCas
non rationnelle (mutagénese aléatoire) (PMID: 32298334), efSaCas9 (PMID: 32644995)

SpCas9nickase (PMID: 23992846), SpCas9-D1135E
(PMID: 26098369), eSpCas9 (PMID: 26628643), SpCas9-HF1 (et
HF2, -HF3, -HF4) (PMID: 26735016), HypaCas9
Ingénierie des protéines basée sur (PMID: 28931002), SuperFi-Cas9 (PMID: 35236982), LZ3 Cas9
leur structure et/ou leur fonction (PMID: 32187529), eSaCas9 (PMID: 26628643), SaCas9-HF
(PMID: 31570596), KKH-SaCas9-SAV1 (and —SAV2)

Ingénierie
rationnelle (PMID: 35051997)
protéines de fusi dCas9-Fok1 (PMID: 24770325), miCas9 (PMID: 33247137), Cas9-
roteines de tusion pDBD (PMID: 26480473), Cas-Cas9 chimeras (PMID: 30451839)
Séparation des protéines Split-Cas9 (PMID: 25643054)
Combinaison Evolution dirigée des protéines couplée . 2cq (pMID: 29431739), SaCase-Q414A (PMID: 31911131)

a la modélisation structurale

Tableau 1 : Ingénierie de variants Cas9 haute-fidélité.

Tableau traduit et adapté de Xiaogiang Huang et al.1%8

4.6 Autres effets indésirables associés aux cassures double brins de '’ADN

En 2020, une étude menée par Oana M. Enache et al. sur plusieurs dizaines de lignées
cellulaires cancéreuses a montré que l'introduction de la Cas9 dans ces cellules
provoquait l'activation de la voie de signalisation p53, et corrélait avec
I'apparition/expansion de mutations perte de fonction p53 dans environ 10% des
cas'’. p53 étant considéré comme « le gardien du génome », il n’est pas si surprenant
gu’une CDB meéne a son activation pour mener a bien la réparation, comme démontré
par d’autres'®-161, Cependant, ce suppresseur de tumeur étant muté dans prés de la
moitié des cancers'®2, on imagine facilement que de telles mutations pourraient avoir
des conséquences irréversibles sur le long terme. Ces conclusions sont a nuancer par
le fait qu’'une grande partie des expériences ont été réalisées par transduction
lentivirale de la Cas9. Une expression transitoire aurait peut-étre restreint les effets.
De plus, aucun lien de causalité n’a été démontré entre la transduction de la Cas9 et

I'apparition de ces mutations.
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Des réarrangements chromosomiques peuvent également apparaitre a la suite des
CDB. En cherchant a réparer une mutation responsable de la porphyrie
erythropoiétique congénitale par CRISPR/HDR, I'équipe Bordelaise d’Aurélie Bedel a
identifié avec surprise des délétions chromosomiques de l'ordre de 7.5 Megabases
dans leurs cellules, apparues exactement au niveau du site de coupure généré par la
Cas9 (10% dans des lignées canceéreuses et 7.7% dans des fibroblastes). Ces
événements sont dépendants de I'activation de p53'¢3. De méme, en utilisant la
technologie de séquengage « long read », Michael Kosicki et al. ont mis en évidence
des délétions de l'ordre du kilobase (kb) mais également des insertions et des
réarrangements génomiques beaucoup plus complexes. Les expériences ont été
menées dans des cellules embryonnaires de souris, qui, contrairement aux lignées
cancéreuses, disposent d’'un caryotype sain et surtout de genes de réparation a ’ADN
non mutés'®. En 2020, dans une étude clinique de phase | (NCT03399448) utilisant
I'ingénierie des cellules T, l'inactivation simultanée de 3 génes ex vivo (TRAC, TRBC
et PDCD1) a mené a I'apparition de translocations, notamment entre les genes TRBC1
et TRBC2 et résultant d’'une délétion de 9,3 kb. Malgré cela, les cellules T modifiées
ont été réinjectées chez 3 patients et la translocation était toujours présente 30 et 170
jours aprés la réinjection%.

De nombreuses autres études ont permis d’identifier de tels réarrangements
chromosomiques in vitro et in vivo, dans des modéles murins (délétions, inversions,
translocations, intégration de vecteurs, insertion de rétrotransposon)'64-168, Des
événements encore plus catastrophiques allant jusqu’a la perte de chromosomes ont
également été décrits'®-17". On peut facilement émettre I'hnypothése que de tels

réarrangements pourraient mener a la sélection de cellules oncogéniques.

L’ensemble de ces études souligne également 'importance des techniques d’analyse
de I'ADN a grande échelle (séquengage long read, CGH, FISH, caryotype) pour la
détection des variants structuraux. Certes, les techniques telles que la PCR classique
(amplicon inférieur a 1kb) suivie d’'un séquencgage short read permettent de trés bien
quantifier le ratio HDR:indel ainsi que les petites modifications hors-cibles. Cependant
elles ne contribuent pas a détecter de tels réarrangements, qui sont treés probablement

sous-estimés aujourd’hui.

Méme si de nombreuses optimisations ont permis de faciliter I'intégration de

modifications génétiques précises dans I'ADN, I'abondance des INDELs non
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contrblées et I'exitance de réarrangements chromosomiques ne sont pas compatibles
pour une application thérapeutique des outils CRISPR in vivo. Toutes ces raisons ont
amené les scientifiques a repenser ces outils :

Comment améliorer les nucléases pour mettre en place des modifications génétiques
d’intérét avec une grande efficacité, tout en limitant les INDELs aléatoires et les

événements indésirables associés aux CDB de 'ADN ?

5. Réingénierie des outils CRISPR/Cas pour I’édition génétique de

précision sans CDB

Les nucléases ne peuvent pas directement altérer la séquence de 'ADN ; c’estla CDB
suivie des mécanismes de réparation qui sont responsables de l'apparition des
modifications génétiques. Alors, pourquoi ne pas créer de nouvelles nucléases Cas9
en les associant avec d’autres enzymes, qui, elles, seraient capables de directement
modifier les nucléotides de 'ADN ? Dans ce cas, les CDB de 'ADN deviennent inutiles,

et tous les effets secondaires associés supprimés.

6. CRISPR 2.0 : les éditeurs de bases cytosine et adénine
6.1 Origine des éditeurs de bases

Dans la nature, il existe des enzymes appelées déaminases susceptibles de modifier
une base nucléique en une autre. Les cytidines déaminases du groupe AID/APOBEC
sont capables de déaminer la cytosine (C) pour produire I'uracile (U), s’appariant avec
une adénine (A) au lieu d'une guanine (G). Comme les ADN polymérases
reconnaissent 'uracile (U) comme étant une thymine (T), ces cytidines déaminases
permettent de générer des transition stables C:G—T:A dans 'ADN ou de changer le
code génétique d’'un ARN messager (ARNm)'"2. Par exemple, I'enzyme AID participe
a la diversification du répertoire des immunoglobulines dans 'ADN'"3, et APOBEC1
est capable d’éditer TARNm de l'apolipoprotéine B dans l'intestin pour produire
I'isoforme apoB48'74.

En 2012, les travaux de Martin Jinek et al. ont démontré qu’en introduisant seulement
deux mutations dans la Cas9 (Asp10Ala et His840Ala), il était possible de produire une
Cas9 ayant perdu son activité endonucléase (dCas9), tout en conservant sa capacité
de liaison a 'ADN dépendante de 'ARN guide®".
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Ainsi, en 2016, Alexis C. Komor et al. ont créé pour la premiére fois le systéme systéme
d’éditeur de base cytosine (CBE) en fusionnant la dCas9 avec I'enzyme APOBEC1 qui
catalyse directement la conversion d’'une base (C) en une autre (U) dans I'ADN
(version BE1)'75. Bien que le CBE de premiére génération (BE1) soit trés efficace in
vitro (dans des tubes a essais), cette version semblait trés peu efficace dans des
cellules en culture (0,8 a 7,7%). Dans I'’'ADN des cellules, le nucléotide U est considéré
comme anormal. |l est rapidement reconnu puis excisé par I'uracile glycosylase d’ADN
(UDG) qui active le systéme de réparation par excision des bases (BER) et restaure
le U en C avant l'installation de la modification sur I'autre brin. Alexis C. Komor et al.
ont donc amélioré le BE1 en fusionnant a la dCas9 un peptide inhibiteur de 'UDG
(UGI) provenant du bactériophage PBS1 de B. subtilis (version BE2). Le BE2 était 3
fois plus efficace que le BE1 pour médier la conversion de C vers T (efficacité jusqu’a
20% dans des cellules en culture). Pour aller encore plus loin, Alexis C. Komor et al
ont émis I'hypothése qu'une Cas9 nickase (A840H)®" produisant une coupure
monocaténaire sur le brin non édité (contenant le G, opposé au U) pourrait stimuler sa
réparation par MMR en utilisant le brin édité comme matrice de réparation. De cette
maniére, la conversion du G en A sur le brin non édité est facilitée, et donc
I'incorporation des modifications désirées U:A puis T:A également'’® (figure 5). La
troisieme version BE3 a produit jusqu’a 37% d’efficacité dans des culture de cellules,
mais a également augmenté la fréquence des INDELs (en moyenne 1%). Suite a ces
résultats prometteurs, d’autres modifications ont encore été apportées afin d’améliorer
d’autant plus Tlefficacité du CBE, optimiser son I'expression, sa translocation

nucléaire'’®, et sa spécificité!77-181,

Sur le méme principe, Nicole M. Gaudelli et al., ont eu l'idée de créer I'éditeur de base
adénine (ABE). La déamination de I'adénine produit I'inosine, reconnue comme étant
une guanine par 'ADN polymérase. Cependant, aucune enzyme existante dans la
nature n’est capable de catalyser cette réaction a partir d'un substrat ADN (ARN
seulement)'82-18_Nicole M. Gaudelli et al., ont donc entamé une stratégie d’évolution
dirigée des protéines afin que I'enzyme TadA d’Escherichia coli soit capable de
déaminer les adénines sur ’ADN simple brin. Au total, 7 cycles d’évolution ont suffi
pour obtenir des résultats spectaculaires : 'ABE version 7.10 a permis de convertir les
duplexes AT en G+C avec une efficacité d’environ 50% dans les cellules humaines et
un taux d’INDELSs relativement faible (inférieur a 0,1%)'8 (figure 5). D’autres versions
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ABE encore plus efficaces telles que 'ABEmax'®, 'ABE8'8¢, et 'ABE8e'®”, ont

également été optimisées.

En définitive, les outils CBE et ABE permettent de générer les 4 types de transitions
dans 'ADN (C—T, A—G, T—C ou G—A). Ces deux outils sont largement exploités
dans le domaine préclinique pour corriger des variants pathogenes responsables de
maladies monogéniques'®-1%0 moduler le niveau d’expression des génes mutant leur
région promotrice'’, imoduler I'épissage’®? et inactiver des génes en générant des
codons stop prématurés'®-195. Cette derniére stratégie présente de quelques
avantages en comparaison au CRISPR/KO classique : absence d’effets génotoxiques
associés aux CDB, absence d'INDELs incontrélées et multiples (modification unique
et localisée — effet unique) et multiplexage possible sans augmenter les risques de

réarrangements chromosomiques'%.

L’efficacité des éditeurs de base a été prouvée a de maintes reprises dans de
prestigieux journaux, aussi bien dans des cellules vivantes in vitro'®"-1%8, que chez les
plantes’®®-201 et également chez les animaux tels que la drosophile?®? les rongeurs?°3-
206 |e poisson z&bre?97:208 | xénope?®?, le cochon?'Y, les primates non humains?'1212
et mémes les embryons humains?'32'4, Les essais cliniques en sont a leur
balbutiement, mais ils vont trés certainement se multiplier dans les mois et années a
venir. A noter que des éditeurs de I'adénosine dans I’ARN ont également été mis au
point en fusionnant une déaminase avec des oligonucléotides antisens ou bien une

enzyme Cas13215-219,
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Figure 5 : Mécanisme d’action des éditeurs de bases.

(A) L’éditeur de base cytosine (CBE) catalyse la conversion de duplexes C+G en T¢A. Les différents
composants du CBE sont annotés dans les bulles rectangulaires. Suite a la liaison du CBE sur 'ADN,
la cytidine déaminase va catalyser la conversion des nucléotides cytosine (en rouge) présents sur le
brin non ciblé par 'ARN guide en nucléotides uracile (en vert). L’inhibiteur de I'uracile glycosidase (UGI)
protege le nucléotide intermédiaire uracile contre son excision par I'uracile glycosylase d’ADN (UDG).
La coupure monocaténaire du brin non ciblé par 'ARN guide va stimuler sa réplication ou réparation
pour permettre I'installation définitive de la modification. (B) L'éditeur de base adénine (ABE) catalyse
la conversion de duplexes AT en G+C. Les différents composants de 'ABE sont annotés dans les bulles
rectangulaires. Suite a la liaison de 'ABE sur 'ADN, 'adénine déaminase va catalyser la conversion
des nucléotides adénine (en rouge) en inosine (en vert). La coupure monocaténaire du brin non ciblé
par 'ARN guide va stimuler sa réplication ou réparation pour permettre l'installation de la modification.
Schéma traduit et adapté de Elizabeth M. Porto et al.?°,
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6.2 Challenges associés aux éditeurs de bases

La principale limite associée aux éditeurs de base est liee a la taille de la fenétre
d’activité de la déaminase. Par exemple, le BE3 est trés efficace pour éditer les
nucléotides 4 a 8 ciblés par ’ARN guide (en considérant que la séquence PAM est en
position 21 a 23) (tableau 2). Or, la plupart des applications développées par les
scientifiques requierent la modification d’'une base unique, ce qui n’est pas forcement
compatible avec cette large fenétre d’activité. Si 'expérimentateur souhaite convertir
un C en T (base cible) mais que plusieurs C (bases adjacentes a la cible) sont présents
dans la fenétre d’édition ou bien juste a proximité, il y a un risque élevé que les
cytosines adjacentes a la cible soient également modifiées. Ce type de modification
non désirée est appelé bystander et est a différencier des modifications hors cible (off-
target, partie 4.5) qui apparaissent en dehors de la région cible d’'intérét. Lorsqu’un
bystander surgit dans le cadre de lecture d’'un géne et génére une mutation non
silencieuse, cela peut avoir des conséquences néfastes: perte d’activité ou
d’expression de la protéine voire méme apparition d’'un codon stop prématuré dans la

séquence du gene (plus rarement mutation gain de fonction).

Afin de réduire ces bystanders, I'équipe du Pr. David R Liu a développé de nouvelles
versions CBE avec des fenétres d’activité beaucoup plus étroites, typiquement entre
1 et 2 nucléotides seulement (YE2-BE3 et YEE-BE3) au lieu d’une dizaine??' (tableau
2). L’équipe du Professeur J Keith Joung a elle démontrée que l'activité du variant
APOBEC3A (eA3A-CBE) (tableau 2) dépendait trés fortement du contexte génétique,
avec TCR>TCY>VCN??2, Sangsin Lee et al. ont créé le variant APOBEC3G (A3G-
CBE) éditant préférentiellement le second C dans un motif « CC ». Ce nouveau variant
CBE a généré des alleles correctement modifiés (sans bystanders) avec un

pourcentage 6000 fois supérieur par rapport au BE4max?23.
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Tableau 2 : Taille approximative de la fenétre d’activité de quelques éditeurs de
bases.

La fleche rouge représente le site de coupure généré par la Cas9 nickase. La fenétre d’activité des
différentes versions CBEs est représentée en vert et celle de I'ABE en rouge (I'intensité de coloration
est proportionnelle a l'efficacité d’'édition). Les éditeurs susceptibles de convertirun Cen G, Aou T

(transitions + ransversions) sont indiqués en multicolore. Tableau traduit et adapté de Holly A. Rees et
al.?,
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D’autres études ont également montré que certaines INDELs apparaissent suite a
I'utilisation du CBE, avec une fréquence allant parfois jusqu’a plus de 10% au niveau
du site cible??® (phénoméne beaucoup plus rare pour I'ABE, inférieur a 0,1% voir
indétectable'®). En effet, lorsque le nucléotide U est reconnu puis excisé, le systéme
BER s’active et génere une coupure transitoire du brin ayant subi la déamination. Si la
cellule n’a pas eu le temps de réparer la coupure monocaténaire générée par la Cas9
nickase (sur l'autre brin), alors une CDB transitoire peut apparaitre, expliquant
probablement 'apparition de certaines INDELs?2%2%6, |’équipe du Pr. David R Liu a
démontré qu'il était possible de réduire significativement ces INDELs et améliorer la
pureté des transitions C—T en fusionnant la protéine Gam dérivée du bactériophage
Mu au BE4 (BE4-Gam)??5. Cette protéine Mu est un orthologue a la protéine eucaryote
Ku : Mu se lie a I'extrémité des brins d’ADN ayant subi une CDB et les protéges contre
la dégradation??’. L’outil BE4-Gam a permis d’abaisser le taux d'INDELs a moins de
1.5% dans les cellules HEK293T225.

Il a également été démontré que certaines transversions peuvent apparaitre en
présence du CBE (c’est-a-dire, pour le CBE, C+G — [A*T ou G+C]). Il semble que ces
transversions soient le résultat d’'une réparation erronée de sites abasiques (Iésion de
'ADN provoquée par I'absence de base purique ou pyrimidique), qui surviennent
parfois lorsque le nucléotide U est excisé par TUNG2. L’évolution des BE3 en BE4
(ajout d’'une copie UGI) a permis d’abaisser la fréquence de ces transversion??®. Une
revue décrivant avec précision les mécanistiques régissant l'apparition de ces

modifications non désirées est disponible??.

Bien que les éditeurs de bases caractérisés par une fenétre d’activité étroite soient
optimaux pour limiter I'apparition des bystanders, encore faut-il qu’'un motif PAM soit
présent a la bonne distance de la base cible dans ’'ADN génomique. La séquence et
la position de ce motif PAM est dépendante de I'espéce bactérienne d’origine de la
Cas9. Par exemple, la Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9, la plus utilisée)
reconnait une séquence PAM 5-NGG-3' directement localisée aval de la région
reconnue par I’ARN guide (sur le brin non ciblé par 'ARN guide)®'. Bien que la SpCas9
soit tres efficace dans les cellules mammaliennes, cette limite réduit considérablement

son périmétre d’action dans ’ADN génomique. Ainsi, seulement environ 26% des
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transitions pathogénes de ’ADN (C—T, A—G, T—-C ou G—A) peuvent étre
corrigés par les éditeurs de bases dérivant de la SpCas9 naturelle??®. Ce constat
a poussé les scientifiques a développer de nouvelles Cas9 capables de
reconnaitre et tolérer un spectre beaucoup plus large de séquences PAM.

La premiere stratégie déployée par les scientifiques a consisté a explorer la diversité
naturelle des enzymes Cas9. Par exemple, la Cas9 provenant de Staphylococcus
aureus (SauCas9) reconnait une séquence PAM de consensus 5-NNGRRT-3’ (ou R
= A ou G)®9, celle provenant de Neisseria meningitidis (NmeCas9) requiert un motif
beaucoup plus large 5-NNNNGATT-3'2" et enfin la Cas9 de Streptococcus canis
(ScCas9) reconnait un motif plus flexible 5-NNG-3'232 (pour une description plus
compléte des orthologues Cas, voir la revue de Daphne Collias et al.?%3).

La deuxiéme stratégie repose sur I'évolution dirigée des protéines. La premiére
démonstration a été publiée en 2015 par Benjamin P Kleinstiver et al. L'équipe a
géneéré une bilbiothéque de mutants aléatoires SpCas9 centrés sur son domaine
d’interaction avec le motif PAM de la SpCas9, préalablement cartographié car
cristallographie’®!. Cette librairie a été transférée dans un systéme bactérien puis les
variants d’intéréts ont été sélectionnés selon leur capacité a reconnaitre une nouvelle
seéquence PAM 5-NGA-3’ pour cliver et donc inactiver un géne toxique (sélection
positive basée sur la résistance). Parmi les variants retenus, un deuxiéme tour de
sélection a été effectué afin d’identifier ceux capables de discriminer I'ancien motif 5'-
NGG-3'. Ainsi, deux variants ont été identifiées: SpCas9 VQR
(D1135V/R1335Q/T1337R) et SpCas9 EQR (D1135E/R1335Q/T1337R)%2. En 2018 et
2020, I'équipe de David R. Liu a généré de nouveaux variants encore plus flexibles en
utilisant une stratégie par évolution continue médiée par le phage, beaucoup plus
rapide?34 : xCas9 reconnait les PAM 5-NG-3’, 5-GAA-3’ et 5-GAT-3"%?° et SpCas9-
NG reconnait les PAM 5-NRNH-3’ (ou R=Aor GetH = A, C or T)?%. Afin de repousser
les limites de I'évolution dirigée des protéines, I'équipe de Benjamin P. Kleinstiver a
répliqué en sélectionnant un variant SpCas9 capable de reconnaitre quasiment
toutes les séquences PAM. En passant au crible une collection de variants
positionnés de maniére rationnelle, I'équipe a isolé le mutant SpRY reconnaissant a la
fois les PAM 5’-NRN-3’ et 5-NYN-3’ (R =Aou G etY = C ou T), avec tout de méme
une préférence pour les PAM 5-NRN-3' (NRN>NYN)?3¢, Aujourd’hui, ce variant

SpRY est celui qui offre la plus grande flexibilité. A noter que SpRY a également
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tendance a générer plus de coupures hors de la cible en comparaison a la SpCas9
sauvage, phénoméne attribuable au spectre beaucoup plus large de séquences PAM
reconnues par ce variant?®¢. Cependant, cette méme équipe a également mis au point
un variant haute-fidélité (SpCas9-HF1) permettant d’éliminer quasiment tous les
événements de coupures hors cible'3, qui s’est également montré trés spécifique en

combinaison avec le variant SpRY?2% (cf. partie 4.5-coupures en dehors de la cible).

Ces nouveaux variants SpCas9 avec PAM élargie ont bien entendu été intégrés aux
éditeurs de bases ABE et CBE et ont permis d’améliorer significativement le
pourcentage de cibles thérapeutiques accessibles?®® : au lieu de 26% initialement®?°,
ces nouveaux éditeurs de bases permettent d’atteindre environ 95% des
transitions pathogénes responsables de maladies génétiques décrites dans
Clinvar (C—T, A—G, T—C ou G—A)?%,

En plus des bystanders, les éditeurs de bases sont susceptibles de générer des
déaminations non désirées hors de la cible, communément appelées modifications off-

targets.

Deux types de modifications hors-cibles ont été décrites pour les éditeurs de bases.
Premiérement, celles qui sont dépendantes de la séquence de 'ARN quide, qui

surviennent lorsque ’ARN guide se fixe sur une séquence nucléotidique similaire a la
séquence cible (cf. partie 4.5-coupures en dehors de la cible)?®®. Deuxiémement,

celles qui sont indépendantes de la séquence de I'ARN guide. Notamment,

'expression du CBE favorise, a I'échelle du génome, la déamination aléatoire de
certains nucléotides facilement accessibles'””-178, Comme il s’agit d’'un événement rare
(fréquence estimée a 5 x 1078 par paire de base dans des embryons murins)??, il est
difficile a différencier de la déamination naturelle spontanée dont la fréquence
d’apparition dans les cellules est également tres faible (100 a 500 cytosines par cellule

et par jour, soit entre 3 et 15 x 1078 déamination par cellule et par jour)?3’.

La plupart des techniques de détection de l'activité hors cible des systémes
CRISPR/Cas se basent sur la détection des CDB'%2123.127 Qr, les éditeurs de bases
fonctionnent différemment (incapables de générer des CDB). Des méthodes adaptées

ont été mises au point afin d’étudier leur spécificité a I'échelle du génome?3823°, Par
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exemple, Daesik Kim et al. ont revisité le Digenome-seq (in vitro). En incubant un
substrat ADN avec le CBE dépourvu du domaine UGI (BE3AUGI), des transitions de
C vers U accompagnées de coupures monocaténaires sont apparues dans '’ADN. Un
cocktail d’enzyme appelé USER (uracil-specific excision reagent) a été appliqué a la
solution afin de générer des CDB uniquement au niveau des sites contenant des
uraciles?*0. Les sites de cassures ont ensuite facilement été identifiés par séquencage
a haut débit. Une stratégie similaire, appelée EndoV-seq, basée sur la détection des
inosines dans I'’ADN in vitro, a été utilisée pour évaluer la spécificité de TABE7.10%*1.
En comparant la spécificité de la SpCas9 sauvage a celle des éditeurs de base, ces
deux groupes ont démontrés que la plupart des sites hors-cible retrouvés étaient
communs aux deux types d’enzymes, mais qu’il existait également des sites
exclusivement associés a la SpCas9 ou aux éditeurs de base seuls, démontrant
'importance d’'une évaluation indépendante et adaptée pour chaque type d’outil utilisé.
Ces deux groupes de chercheurs ont affirmés qu’en général, les déaminases étaient
plus spécifiques que les nucléases Cas9238-240, En associant des variants Cas9 haute-
fidélité et/ou des ARN guides optimisés avec les éditeurs de base, la spécificité de du

BE a été d’autant plus amélioréeg?22240.241,

Julian Grinewald et al. ont également démontré que I'outil CBE (BE3) présentait une
activité hors-cible importante sur I’ARN, atteignant prés de la moitié des transcrits?42.
Cette activité semble étre indépendante de la séquence de 'ARN guide. La déaminase
APOBEC1 agissant naturellement sur un substrat ARN, il n’est pas si étonnant que
cette activité, bien que transitoire, soit détectée. Comme I'enzyme TadA, associée a
'ABE, présente une activité sur 'ARN tres faible (environ 0.2%) comparée a
APOBEC12%6, I'équipe de Nicole M. Gaudelli a eu I'idée de générer un nouveau variant
CBE utilisant la déaminase TadA (CBE-Ts). L'évolution dirigée chez la bactérie a
permis de créer dans un premier temps des variants TadA catalysant a la fois les deux
types de transversion C—»T et A—G (appelé CABE-Ts). Puis les données
cristallographiques ont permis de générer un variant CBE-T, conservant I'activité C—T
mais dénué de [lactivité A—G. Ce nouveau variant a permis de réduire
considérablement, voire supprimer, I'activité hors cible indépendante de la séquence
de 'ARN guide du CBE, a la fois sur 'ADN et TARN"8,
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La outils ABE et CBE étant tres efficaces pour générer des transitions (C—T, A—G,
T—C ou G—A), d’autres équipes ont tenté d’optimiser de nouveaux éditeurs de base
susceptibles de générer des transversions, notamment C—G (CGBE)?*3-245,
Brievement, les équipes de J Keith Joung et Xueli Zhang ont associé la Cas9 nickase
avec la cytidine déaminase du rat APOBEC1 et la protéine d’excision de l'uracile N-
glycosylase (UNG) dérivée d’Escherichia coli pour créer le CGBE1 (C—G). Selon
I'hypothése de travail de ces équipes, I'excision de l'uracile par TUNG géneére un site
abasique dans ’ADN qui sera préférentiellement remplacé par un G (mécanisme de
réparation/réplication inconnu)?43-245_ Cette preuve de concept a permis de générer des
transversions C—G jusqu’a plus de 60% selon les guides utilisés. Toutefois, un
nombre trés important de bystander C—T et C—A était également présent au site cible
(faible pureté). L’équipe de Xueli Zhang a également démontré que chez Escherichia
coli, la construction AID-nCas9-Ung permettait d’atteindre des éditions C—A (CABE)

avec une efficacité de d’environ 87 %245,

Quelques mois plus tard, I'équipe de David R. Liu a conduit un criblage par CRISPR
interférence?*® afin d’identifier les génes de réparation de '’ADN améliorant I'efficacité
et la pureté des transversions C—G (CGBE). Trois candidats ont été identifiés puis
testés en fusion avec le BE4 associé a 'UNG : POLD2, EXO1 et RBMX. Comme les
résultats obtenus étaient encourageants mais pas suffisants (pureté légérement
ameliorée, d’environ 10% pour certains loci), un travail colossal a été réalisé : 95
architectures CGBE ont été testées sur 8 loci dans les cellules HEK293T et les 10
meilleures constructions ont été testées a grande échelle (10,638 ARN guides) dans
des cellules vivantes. Les données de séquengage obtenues ont permis d’entrainer
des modéles d’apprentissage automatique (machine-learning). Ces modéles sont
désormais capables de prédire avec précision l'efficacité et la pureté de l'installation
spécifique d'une transversion C—G (R=0,90)?*® (https://www.crisprbehive.design/).

Une autre équipe a  également congu un  outil  similaire?46
(http://www.sunlab.fun:3838/BE_SMART/). Méme si les outils CGBE ne sont pas

encore optimaux, grace a ces outils bio-informatiques, il est possible de choisir a

'avance I'ARN guide et la construction CGBE susceptibles d’aboutir au résultat
escompte.
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Début 2023, I'équipe de Hui Yang a également mis au point TAYBE, permettant de
réaliser des transversions A—Y, (Y=C ou T). En supposant que l'excision de la
deoxyinosine produite par 'adénosine déaminase TadA permettrait de diversifier les
éevenements d’édition, ils ont fusionné I'ABE8e avec la protéine d’excision de
I'hypoxanthine N-methylpurine glycosylase (MPG) humaine. Cette construction a
permis d’atteindre des niveaux d’édition A—Y jusqu'a 72%. A noter que les

événements A—T sont plus fréquents que les A—C?*".

Désormais, ’'ABE, le CBE, le CGBE, le CABE et ’'AYBE permettent de réaliser
sur le papier n’importe quel type de conversion des bases: a la fois les
transitions et les transversions, élargissant encore un peu plus la boite a outils
CRISPR/Cas (figure 6). A noter que les outils CABE, AYBE et CGBE doivent tout
de méme étre considérablement améliorés (efficacité et spécificité) pour
atteindre le niveau de I’ABE et du CBE.

En parallele de ces conversions de bases de I'ADN, les scientifiques se sont
demandées comment introduire trés précisément de petite insertions ou délétions
dans I'ADN, sans générer de CDB, afin de corriger quasiment n’importe quel variant

responsable d’'une maladie génétique.
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Figure 6 : Les différents types d’éditeurs de bases.

Schéma provenant de Huawei Tong et al.?4”

7. CRISPR 3.0 : le prime editing

La technologie d’édition du génome prime editing (PE) a été publiée en 2019 par
Andrew V. Anzalone et al.?*8. Cette technologie permet d’introduire non seulement les
12 types de conversions de ’ADN, mais également des petites insertions (jusqu’a +80
paires de bases) et délétions (jusqu’a -44 paires de bases) pour réécrire ’ADN a fagon.

7.1 Mécanisme du PE

L’architecture du PE repose sur la fusion entre une Cas9 nickase (H840A) et une
rétrotranscriptase (RT) virale, tous deux associés a un ARN guide PE (pegRNA)

mesurant de quelques dizaines a centaines de nucléotides. Le pegRNA comporte 3
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régions : la région spacer (portion 5’), permettant de guider la Cas9 jusqu’a sa cible ;
la région scaffold (crRNA, séquence universelle), servant d’adaptateur pour la Cas9,
et la région extension (portion 3’) codant notamment pour l'édit, c’est-a-dire la
modification génétique souhaitant étre introduite dans I'ADN (figure 7). La
mécanistique du PE est relativement complexe (figure 7), et les acteurs intervenant

dans linstallation d’'une modification génétique d’intérét n'ont pas encore été tous

identifiés.
Extension

— Synthése d’ADN
Site de liaison Matrice de novo et recopiage
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Figure 7 : Mécanisme d’action du prime editing.

Le prime editor (PE) est composé d’une Cas9 nickase fusionnée a une reverse transcriptase (RT), tous
deux associés a un long ARN guide PE (pegRNA = spacer + sccaffold + extension). Suite a la liaison
du complexe RNP sur I’'ADN, la Cas9 nickase réalise une coupure monocaténaire sur le brin non ciblé
par le spacer. L’extrémité 3’ d’ADN libérée par ce clivage s’hybride au site de liaison a 'amorce présent
dans /’extension du pegRNA. Cette extrémité est utilisée comme amorce pour initier la réaction de
rétrotranscription, qui permet le recopiage de la matrice d’ARN contenant I'édit. Suite a cette réaction,
un équilibre est obtenu entre les rabats 3’ et les rabats 5. C’est I'excision du rabat 5’ par les nucléases
FEN1 et EXO1, suivi de la ligation de 'ADN, qui permet de refermer la coupure monocaténaire pour
faciliter l'installation de [l'edit. L'ADN est alors formé de deux brins non compatibles (ADN
hétéroduplexe), dont 'un commporte I'edit et I'autre la séquence originale. Deux possibilités permettent
de résoudre cet hétéroduplexe d’ADN : la réplication de I'ADN (mécanisme passif) ou la voie de
réparation des mésappariements de 'ADN (MMR), a condition que le mésappariement soit de petite
taille, c’est-a-dire inférieur a 13 nucléotides s'il s’agit INDELS (mécanisme actif). Dans ce cas, soit le

brin édité est réparé, soit le brin non édité est réparé, et dans le deux cas le brin d’ADN opposé est

utilisé comme matrice de réparation. Schéma traduit et adapté d’Andrew V. Anzalone et al.?48.
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7.2 Origine des différentes versions PE

Dans leur publication, Andrew V. Anzalone et al. ont successivement mis au point 3
générations PE?*8, La premiére génération (PE1), composée de la Cas9 nickase
fusionnée a la RT du virus de la leucémie murine (M-MLV), s’est révélée trés peu
efficace dans les cellules HEK293T (inférieur a 5% d’édition en moyenne). Afin
d’améliorer cette premiere génération, 5 mutations ont été introduites dans la
rétrotranscriptase M-MLV afin d’en améliorer la thermostabilité, la processivité et
I'affinité pour son substrat (D200N, L603W, T330P, T306K, W313F). En moyenne,
I'efficacité d’édition a été multipliée par 3 avec cette seconde version (PE2). Pour
terminer, un ARN guide supplémentaire ciblant le brin non édité (40 a 100 paires de
bases en amont du site de coupure du pegRNA) a été ajouté au PE2 pour former la
troisieme génération (PE3). En introduisant une coupure monocaténaire
supplémentaire sur le brin non édité, les auteurs suggérent que ce brin serait
préférentiellement réparé par MMR lors de 'étape de résolution de I'hétéroduplexe
d’ADN, ce qui faciliterait I'incorporation de I'édit (comme pour les éditeurs de base). Le
systéme PE3 a permis d’atteindre des niveaux d’édition de 20 a 50% en moyenne.
Toutefois la fréquence des INDELs indésirées (byproduct) a augmenté et atteint
typiquement une fréquence de 1-10%2*%. Ces pourcentages sont a relativiser car ils
ont été obtenus dans les cellules HEK293T dont les mécanismes de réparation sont
altérés. Ces mémes expériences dans d’autres modeéles donnent des résultats
globalement décevants. Cette méthode demeure difficile a utiliser avec succeés car les
régles dictant la conception des pegRNAs sont encore floues.

7.3 Améliorer l'efficacité du PE

Afin d’identifier les déterminants majeurs affectants le rendements PE, deux équipes
indépendantes ont réalisé un criblage génétique?*°2%°. Ces deux équipes ont identifié
le méme candidat : I'inhibition de la voie MMR, et plus particuliérement le géne MLH1,
augmente indéniablement l'efficacité du PE. J. Ferreira da Silva et al. ont méme
démontré que les protéines de la voie de réparation MMR se localisaient au niveau
des régions d’ADN ciblées par le PE pour contrecarrer l'installation de I'édif?>°. Au
premier abord, cela peut sembler paradoxal puisque la voie de réparation MMR
s’avere étre impliquée dans la résolution de 'ADN hétéroduplexe. En fait, ces deux

équipes suggérent qu’une fois la réaction de rétrotranscription terminée, cette voie de
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réparation pourrait préférentiellement rejeter I'hybridation du rabat 3’ (contenant I'édit)
sur le brin non édité ou bien stimuler sa dégradation sélective afin de faciliter le

rétablissement de la séquence originale.

Par conséquent, Peter J. Chen et al. ont démontré que la co-transfection d’'un plasmide
codant pour un dominant négatif de MLH1 (MLH1dn) avec le systéme PE était efficace
pour inhiber transitoirement la réparation par MMR et améliorer le rendement du
systéme PE de 2 a 7,7 fois en moyenne dans des cellules en culture. De plus, le ratio
édit/INDEL (pureté) a été amélioré d’environ 3,4 fois?*°. Il est intéressant de noter que
dans certaines lignées cellulaires cancéreuses, le systeme MMR est déja inactif. Par
exemple, la lignée cellulaire HEK293T présente une hyperméthylation au promoteur
du géne MLH1. Ces différences peuvent expliquer certaines divergences d’efficacité
du PE selon le type de cellules utilisées?48249,

De plus, il existerait certaines classes d’édits beaucoup moins vulnérables a 'activité
MMR, pouvant étre intégrées beaucoup plus efficacement dans 'ADN. En effet, la voie
MMR reconnait seulement les hétéroduplexes de petites tailles (inférieurs a une
dizaine de nucléotides). Une stratégie intéressante consisterait a ajouter des mutations
silencieuses autour de I'édit afin d’augmenter la complexité des mésappariements
avec le brin non édité et compromettre la reconnaissance de I'hétéroduplexe par la
voie MMR?%%, De plus, cela permet de réduire I'auto complémentarité entre le spacer

et I'extension.

Pour installer une modification génétique, le PE doit tout d’abord s’exprimer dans la
cellule, étre transporté dans le noyau, s’associer avec le pegRNA, atteindre sa cible
via une PAM puis occasionner la coupure simple brin avant d’initier la réaction de
rétrotranscription. De nombreux groupes ont proposé plusieurs stratégies (tableau 3)

pour améliorer 'ensemble de ces étapes.
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PAM

Tableau 3 : Les différents types d’architectures PE.

Tableau traduit de Peter J. Chen et al.?5".
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Construction Architecture Description Refs.
iEl NLSSV Sp Cas9 (H840A) 33aa MMLV RT NLS®Ve PE original, PAM NGG PMID: 31634902
PE2 Amélioration de I'activité
SV40 * SV40 .
NLSSV* | Sp Cas9 (H840A) 33aa | MMLVRTmutant*  NLS de la RT MMLV PMID: 31634902
PE2* Meilleure
NLSe | NLSSV#0 S, 840A 33 MMLV RT = UNLSSV0 | NLSSV© :
PETIREIY @ R localisation nucléaire (PRI EEE7AIEE
PEmax g . S
NLSS“ | SpCas9 (R221KN394K H840A) | 8aa NLS™ 8aa MMLVRTmutant* = NLS™© NLS<*~ Meilleure localisation PMID: 34653350
nucléaire, expression et nick ’
St NLSvo | HND | Sp Cas9 (H840A) HIG | 33aa | MMLVRTmutant* = NLS™ Meilleure accessibilité 3 la PMID: 34082781
chromatine
hyPE2 NLSS@ | Sp Cas9 (H840A) 16aal Rad51DBD | 33aa = MMLVRTmutant* = NLS™® Meilleure activité PMID: 34556671
IN-PE IGF1p | NFATC2IPp \ 33aa  NLS*@ Sp Cas9 (H840A) 33aa MMLV RT mutant*  NLS**  Meilleure expression PMID: 35717416
FEE NLse | Sp Casd (HB40A) 1602 | NC | NS | 3200 [MMLVRTmutant® oo Me"'e“rep"i‘;:]';’:se chezles  ppip: 35332341
e NLSY© | MMLVRTmutant* | 33aa Sp Cas (H840A) NLSSv0 el rep?::;';e aien s PMID: 34949802
= » MLV R ot covn ) PMID: 35332341,
NLS Sp Cas9 (H840A) 33aa | zpNaseH NLS PE plus petit PMID: 35294257
SPE NLSv# Sp Cas9 (H840A) NLS=v# NLSS¢ | MMLV RT mutant*  NLS™ Cas9 nickase et RT séparées  PMID: 35379962
G NLsSve Sp Cas9 (H840A NLS™e MS2CP  MMLVRTmutant* | NLS™® ; iparé
MCP-RT p Cas9( ) mutan Cas9 nickase et RT séparées  pMID: 35379962
PE4/PES NLSSV4 Sp Cas9 (H840A) 33aa MMLV RT mutant* = NLS®V® MLH1dn
Meilleure résolution du PE PMID: 34653350
HEL NLSv0 SpVQR Casg (H840A) 3322 | MMLVRTmutant* | NLS™ PAM NGA PMID: 33636398
e NLS Sp VRQR Cas9 (H840A) 33aa | MMLVRTmutant* = NLS™® PAM NGA PMID: 33636398
e NLS=V Sp VRER Cas (H840A) 33aa | MMLVRTmutant* = NLS™© PAM NGCG PMID: 33636398
PE2-NG
NLSV Sp NG Cas9 (H840A) 33aa  MMLVRT mutant* = NLS*© PAM NGN PMID: 33636398
e NLSV4 SpG Cas9 (H840A) 33aa  MMLVRT mutant* = NLS®* PAM NGN PMID: 33636398
PE2-SpRY NLSSv* | SpRY Cas9 (H840A) 33aa  MMLVRT mutant*  NLS®* PAM NRN PMID: 33636398
SaPE2 PAM NNGRRT PMID: 34653350,
SV40 * SVe0
NLSe | Sa Cas9 (NS80A) 33aa | MMLVRT mutant*  NLS PE plus petit PMID: 33837189
SaPE2* ’ .
NLS=™r NLSS*  SaKKH Cas9 (NS80A) 33aa | MMLVRTmutant* | vNLSS*0  NLSS“ PAM NNGRRT PMID: 33837189
Meilleure localisation nucléaire '
Sa“"PE2 N . o PAM NNNRRT PMID: 33837189,
NLS®V SaKKH Cas9 (N580A) 33 aa MMLV RT mutant NLS PE plus petit PMID: 35294257
Sa*kHpE2* PAM NNNRRT
NLS“™ NLSS*0  SaKKH Cas9 (NS80A) 33 MMLV RT mutant* | vNLSS™0  NLSSV*0 L .
= ’ Meilleure localisation nucléaire PMID: 33837189
SauriCasO-PE e SauriCaso (NSBBA) 33aa | MMLVRT mutant* | NLS™° PAM NNGG PMID: 35294257
PE plus petit
CjCasQ»PE VA . * SV4O. ‘
NLSsv40 Cj Cas9 (H559A) 33aa MMLV RT mutant’ NLS' PAM NNNNRYAC PMID: 35294257
PE plus petit
H PAM NGG
FnCas9-PE LSSV Fn Cas9 (H969A) 33aa | MMLVRTmutant* = NLS“

Clive ’ADN a 6/7 nucléotides du PMID: 35410288



Par exemple, Peter J. Chen et al., ont amélioré le PE2 en optimisant les codons de la
RT, en ajoutant plusieurs signaux de localisation nucléaire et en produisant deux
mutations dans la Cas9 (R221K & N394K) permettant d’améliorer son activité
nucléase. Cette nouvelle architecture (PEmax), a devanceé les versions précédentes
PE2 et PE2*, et constitue a ce jour probablement I'une des meilleures constructions

pour s'initier au PE dans des cellules humaines®'.

Une limite importante associée au PE est également sa taille trés imposante (peut
atteindre plus de 6kb), alors que la Cas9 seule ne mesure que 4kb environ. Lorsque
des plasmides sont utilisés, cette contrainte peut affecter I'efficacité de transfection
des cellules. Afin de remédier a ce probléme, plusieurs groupes se sont concentrés a
réduire la taille du PE, notamment en supprimant le domaine RNAseH de la RT
(PE22RH) oy en utilisant des variants Cas9 de petites tailles (SaCas9, SaCas9KKH)
associés a d’autres motifs PAM?2%2:253 Au contraire, d’autres ont cherché a séparer la
RT de la Cas9 pour leur offrir plus de flexibilité et surtout permettre 'encapsidation du
PE dans des vecteurs viraux adéno-associés (AAV) pour faciliter son administration in

vivo?%4-256 3 des fins thérapeutiques.

Plusieurs équipes ont également démontré que l'efficacité du PE pouvait étre
améliorée en fusionnant au PE certains domaines de liaison a 'ADN, tel que celui de
Rad51 (hyPE2)%%7, ou bien en favorisant le recrutement de facteurs de transcription
pour faciliter I'ouverture de la chromatine (PE+MS2-p65)2%8. En utilisant une approche
de criblage a haut débit, Minja Velimirovic et al. ont évalué I'effet de plus de 12 000
peptides de 85 acides aminés fusionnés a la Cas9, et ont identifié deux peptides trés
performants permettant d’améliorer l'efficacité du PE a travers plusieurs lignées
cellulaires et loci (IN-PE)?°.

Un autre déterminant majeur de l'efficacité du PE repose sur la conception des
pegRNA. Le pegRNA s’articule en trois régions : la région spacer (portion 5’), la région
scaffold (crRNA, séquence universelle), et la région extension (portion 3’) (figure 7).
La région extension est elle-méme composée du site de liaison de 'amorce (PBS) et
de la matrice de rétrotranscription (RT template), contenant I'édit (figure 7). Pour une
séquence spacer donnée de 20 nucléotides, une multitude de combinaisons de
séquences extension est possible. En effet, il est possible de faire varier la taille et la
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position du PBS et du RT template. Plusieurs outils en ligne d’aide a la conception des

pegRNA sont disponibles (https://primedesign.pinellolab.partners.org/,
http://www.rgenome.net/pe-designer/, http://easy-prime.cc/, https://fgcz-

shiny.uzh.ch/PnBDesigner/, http://pedfinder.sidichenlab.org/?69-264_ Les données de la

littérature démontrent qu’il faut tester un nombre trés important de constructions,
puisque seulement une petite fraction de ces constructions va permettre d’obtenir des

rendements PE satisfaisants.

Pour réduire ce travail expérimental long et fastidieux, Hui Kwon Kim et al. ont testé
54,836 paires de pegRNA dans les cellules HEK293T (environ 2000 séquences cibles
x 24 combinations de PBS et RT templates par séquence cible + 6,800 autres
pegRNA), afin d’identifier par bio-informatique les combinaisons associées a un bon

rendement PE265,

A l'issu de ce travail, plusieurs recommandations ont été établies :
1) Privilégier une PBS de 13 nucléotides et un RT template de 12 nucléotides
2) Privilégier une séquence PBS avec une teneur en GC élevée
3) Si la taille du RT template est <12 nucléotides, privilégier le positionnement
d’'une guanine en derniére position

4) Privilégier une modification génétique incluant la suppression du motif PAM

Cette équipe a également crée un modéle de calcul informatique basé sur
I'apprentissage profond (DeepPE) prédisant I'efficacité du PE2 pour un pegRNA donné
(R=0,70)2%5 (http://deepcrispr.info/DeepPE/), mais cet outil ne fonctionne que pour les

pegRNA codant pour les transversions C—G. Dans une étude plus récente d’avril
2023, un outil similaire encore plus complet a ét¢é mis au point?5®

(http://deepcrispr.info/DeepPrime/)

Dans la grande majorité des constructions plasmidiques, les ARN guides et pegRNA

sont transcrits dans les cellules a partir d'un promoteur U6, dépendant de 'ARN

polymérase Ill (promoteur fort), dont le signal de terminaison de la transcription

correspond a une extension de 5 thymines ou plus. Or, la région scaffold des pegRNA

comporte une suite de 4 thymines, pouvant étre considérée comme un signal putatif

de terminaison de la transcription. Quelques équipes ont démontré que l'interruption
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de ce motif améliorait I'expression des pegRNA267-268 | ors de la conception du spacer
et de I'extension, il est également important de vérifier 'absence de tels signaux de

terminaison.

Un autre critéere important concerne la stabilité des pegRNA. L’'extrémité 3’ du
pegRNA, bien que trés importante pour initier la réaction de rétrotranscription, est
fortement susceptible d’étre dégradée par les ribonucléases intracellulaires. Pour y
remédier, plusieurs groupes indépendants ont montré que l'ajout de structures
secondaires telles que les motifs evopreQ1, mpknot et G-quadruplexe a I'extrémité 3’
du pegRNA améliorait significativement le rendement du PE?267:269.270,

7.4 Quantifier les modifications hors de la cible du PE

Contrairement aux autres outils CRISPR/Cas, I'équipe de David R. Liu affirme qu’il est
rare que le PE induise des modifications hors de la cible, puisque trois appariements
distincts de type « Watson-Crick », agissant comme des points de contréles, sont
nécessaires avant d’aboutir a une édition. Premiérement, la région spacer du pegRNA
doit s’hybrider spécifiquement a sa cible pour que la Cas9 induise une coupure
monocaténaire. Deuxiémement, I'extrémité 3’ du brin d’ADN clivé a besoin de
s’apparier avec le PBS afin d'initier la réaction de polymérisation. Troisiémement, le
rabat 3’ nouvellement synthétisé doit impérativement s’hybrider avec le brin d’ADN

intact pour que la modification génétique puisse s’installer définitivement dans 'ADN
251

Cette affirmation doit étre nuancée : il ne suffit pas de passer les 3 points de contréles
pour qu’un événement hors-cible apparaisse. En effet, dés le premier événement
(cassure monocaténaire) géneéré par la Cas9 nickase H840A, une activité hors cible
dépendante de la séquence du spacer peut étre détectée. D’ailleurs, Do Yon Kim et
al. ont développé et testé la méthode nDigenome-seq pour localiser les coupures
monocaténaires induites par la Cas9 nickase H840A in vitro (étape d’exploration). Les
modifications hors-cible ont ensuite été quantifiees par séquengage d’amplicon
profond dans des cellules HEK293T (étape de validation). Sur 9 pegRNA testés dans
les cellules HEK293T, I'équipe a tout de méme mis en évidence des événements hors
cibles dans 5 régions de I'’ADN (fréquence variant de 0.1 a 1.9%)?"'. Deux équipes ont
également démontré que les mésappariements présents dans la région PBS sont
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tolérés (entre 1 et 4 mésappariements pour un PBS de 15 nucléotides), surtout si ces
mésappariements sont localisés a I'extrémité 3’ du PBS (a distance du RT template).
Ainsi, un PBS de petite taille (11-13 nt) permettrait d’augmenter la spécificité du
PE2271,272_

Bien que de nombreux groupes affirment n’avoir détecté aucune activité hors cible
avec le PE, et cela dans plusieurs modéles (plantes?’?, organoides?®’3, souris?’4), ceux-
ci ont en fait utilisé la méthode du séquengage du génome complet, impliquant une
faible profondeur de lecture. Cette méthode est trés peu sensible comparée aux
meéthodes basées sur I'enrichissement tel que le Digenome-seq par exemple.

Comme il n’existe pas encore de méthode de référence sensible permettant de
mettre en évidence I'activité hors cible globale du PE, il encore est encore trop tot
pour tirer des conclusions définitives, mais il est certain que la spécificité du PE peut
étre améliorée avec les variants Cas9 haute-fidélité telles que la eSpCas9 et la Sniper
Cas9?"". |l serait intéressant de mettre en place des variants RT haute-fidélité, capable
d’initier la réaction de polymérisation seulement si 'amorce est parfaitement appariée
au PBS. Afin de quantifier I'activité hors-cible dépendante de 'activité RT, on pourrait
imaginer ajouter dans le RT template un TAG de quelques nucléotides qui pourrait étre
enrichi par PCR puis détecté par séquencgage.

7.5 Modifications non désirées

Méme si I'efficacité et la pureté du PE sont globalement meilleures que les rendements
obtenus par la technologie CRISPR/HDR, des modifications non désirées au site cible,
trés diverses, restent tout de méme présentes (figure 8). Ces modifications non
désirées, appelées byproducts dans la littérature, correspondent la plupart du temps a
des INDELSs (pouvant parfois atteindre plusieurs dizaines de paires de bases) et sont
localisées a proximité du site de coupure médié par la Cas9. Moins frequemment, il
est également possible de retrouver une partie de la séquence scaffold intégrée au
génome, lorsque celle-ci subi I'étape de rétrotranscription (figure 8). Les résultats de
la figure 8 montrent que trois types d’éditions peuvent étre identifiés au site cible : les
alleles comportant uniquement la modification désirée (PPE = Pure Prime Edit), les
alleles comportant a la fois la modification désirée et des byproduct (IPE = Impure
Prime Edit) et les alléles composés uniquement de byproduct. Dans cet exemple, la
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fréquence des PPE (1.10%), qui est déja trés faible, est méme nettement en dessous
de la fréquence des IPE+PPE (1.79%).

Référence
PPE

IPE

By-product

I Substitution désirée I Duplication potentielle du RT template v Site de coupure
Incorporation potentielle I Autres insertions/substitutions I Délétions
du scaffold

tyr-1 ¥ RT template

ACTGGAGGACTTCTGGGGAGGTGCAGACTCGGGGGAACTGCTGGAGAGACGAGC TGAAGAGCTGG
ACTGGAGGACTTCTGGGGA'GT GCAGACTCGGGGGAACTGCTGGAGAGACGAGCTGAAGAGCTGG 1.10

ACTGGAGGACTTCTGGGCARGTGCAGACE T 0.12
ACTGGAGGACTTCTGGGGANGTGCAGA R — 0. 10
ACTGGAGGACTTCTGGGGARGTGCAGACECA N T GGAGAGACGAGC TGARGAGCTGG (.10
ACTGGAGGACTTCTGGGGARGTGCAGACGEACCCACTCCCI T GGGGGARCTGCTGG 0.04

ACTGGAGGACTTCTGGGGARGTCCAGH IS b PGSO s—— 0.03

ACTGGAG I | GCAGACTCGGGGGAACT GCTGGAGAGACGAGC TGAAGAGCTGE (.76

ACTGGAG R . G\ CGAGC TGAAGAGCTGG 0.19

ACTGGAG N T GC AGACT CGGGGGAACTGCTGGAGAGACGAGC TGAAGAGCTGG 0.14
ACTGGAGGACTTCTGGAGGTGCAGACTCGGGGGAACTGCTGGAGAGACGAGCTGAAGAGCTGG (0,12

Figure 8 : Efficacité et pureté du PE3 au locus tyr-1 dans des embryons de

poissons zébres.

Les complexes RNP PE:pegRNA:ngRNA (PE3) ont été injectés dans des embryons de poissons zébre

(stade 1 cellule) afin d’installer une substitution G—T dans le locus tyr-1. Aprés 1 jour d’'incubation, 5-

10 embryons ont été regroupés pour en extraire 'ADN et l'efficacité d’édition a été évaluée par

séquengage d’amplicon centré sur la région ciblée par le pegRNA. Les données de la figure

représentent le pourcentage des différents alléles obtenus a l'issu du séquengage. La séquence de

référence non éditée est indiquée en gris et le motif PAM en gras. PPE = Pure Prime Edit ; IPE = Impure

Prime Edit. Résultats traduits et adaptés de Karl Petri et al.?’5.
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Afin de réduire la fréquence de ces byproducts, I'équipe de David R. Liu suggére
d’utiliser la méthode PE2/PE4 au lieu du PE3/PES. Si ce n'est pas possible car les
taux d’édition sont trop faibles, une variante au PE3, appelé PE3b, consiste a
concevoir un ARN guide s’hybridant spécifiquement sur le brin édité (a condition
qu’une séquence PAM soit présente au bon endroit). De cette maniére, cette deuxieme
coupure monocaténaire a lieu seulement si I'hétéroduplexe d’ADN est formé, ce qui
permet d’abaisser en moyenne de 13 fois (0.74%) la fréquence des INDELs (versus
1-10% pour le PE3 classique)?*.

Depuis sa création, le PE a rapidement été identifié comme une innovation
majeure a I’édition a des génes chez de nombreux modéles et organismes :
bactéries?’®,  drosophiles®’”, poissons  zébres?’®,  plantes?’®27°,  cellules
mammaliennes?48.280 souris?®1-283 et lapins?®4. Son utilisation a permis de corriger
certains variants génétiques?®'282 créer de nouveaux modéles pour I'étude du
cancer?’5285 marquer des protéines endogénes avec des étiquettes moléculaires pour
faciliter leur détection et purification?*8267 et également de reconstruire des lignages
cellulaires?®®. Bien que la pureté et I'efficacité du PE nécessitent d’étre améliorées pour
une utilisation clinique, la constante amélioration du systeme devrait accélérer la
compréhension des déterminants du PE afin d’élargir sa portée et résoudre certaines
de ses limites.

7.6 Nouvelles versions PE

Seulement quelques mois aprés la publication du PE traditionnel en 2019, d’autres
versions utilisant des paires de pegRNA espacées de plusieurs dizaines ou centaines
de nucléotides ont été développées, telles que HOPE (homologous 3’ extension
mediated prime editor)?®’”, PEDAR (PE-Cas9-based deletion and repair)?8, twin PE22°,
GRAND?°, PRIME-Del?®', PETI (prime editor nuclease-mediated translocation and
inversion)?%? (figure 9). Une description détaillée de ces outils est disponible dans
cette revue?d!. En comparaison au PE traditionnel, ces outils permettent de mettre en
place des insertions et délétions de trés grandes tailles. Par exemple, le PRIME-Del
permet d’installer des délétions jusqu’a 10kb avec une efficacité de 1 a 30%2°" et le
GRAND d'installer des insertions de 250pb avec plus de 28% d’efficacité®®.
Néanmoins, I'efficacité d’édition semble diminuer lorsque la taille de l'insertion ou de

la délétion augmente.
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£ R Excision du duplexe

Dual-pegRNA non édité -
HOPE Ligation des brins clivés Substitations,
£ petites INDELs
A TIIIIIIIT Excision du duplexe
PRIME-Del _“_’_r/ non édité .
Bi-PE Ligation des brins clivés Délétions (<10kb)
et insertions (0-30pb)
. A TTITIITL Excision du duplexe
TwinPE non édité
GRAND —- _—
Bi-PE / Ligation des brins clivés Délétions (<10kb)
et insertions (30-250pb)

Réparations des cassures

A )
PEDAR / x double brin
bi-WT-PE class 1 X / Délétions (<10kb)
et insertions (18-60pb)
) L A % Excision 5'> 3’
bi-WT-PE class 2 e S — S——
PETI X Réparations des cassures

double brin

hY

Figure 9 : Nouvelles versions PE utilisant des paires de pegRNA.

L'utilisation de paires de pegRNA permet de générer deux rabats 3’ (contenant la modification désirée)
complémentaires I'un de l'autre. L’hybridation de ces deux rabats 3’ génére un intermédiaire contenant
d'une part le duplexe renfermant la modification d’intérét, et d’autre part le duplexe contenant 'ADN
génomique initial, non édité. L’excision du duplexe d’ADN initial (non édité) permet I'installation définitive
de la modification d’intérét. Les nucléotides schématisés en orange et bleus sont homologues a 'ADN
génomique initial alors que les rouges représentent la modification génétique d’intérét (séquence
hétérologue). Le delta (A) désigne les nucléotides qui seront délétés pour étre remplacés par la

modification génétique d’intérét. Schéma traduit et adapté de Peter J. Chen et al.?5".
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8. Transposases et recombinases

Récemment, un dernier type d’outil exploitant les propriétés des transposases et
recombinases a été décrit et résumé dans ces revues®?62%, Les recombinases
catalysent des réactions de recombinaison site spécifique dans 'ADN et permettent
notamment de générer des insertions ou inversions (figure 10) (ex : sites loxP pour la
recombinase Cre). Deux grandes classes de recombinases ont été décrites selon le
type d’acide aminé présent dans le domaine catalytique : la famille des sérines
recombinases, médiant des réactions irréversibles, et la famille des tyrosines
recombinases, régissant des réactions réversibles ou irréversibles selon le type

d’enzymes.

Tyr Tyr —_— Tyr Tyr

v & Oy &/
OH

>

Figure 10 : Mécanisme d’action des tyrosines recombinases.

Classiqguement, quatre monoméres recombinases, représentés en bleu, se lient spécifiguement a
I'extrémité de sites cibles partageant une homologie de séquence (deux monomeéres a I'extrémité de
chaque site cible) et s’associent pour former un complexe pré-synaptique. Les deux monomeres actifs
(représentés par la tysosine) générent une premiere cassure monocaténaire a l'intérieur des deux sites
permettant I'échange des brins d’ADN. Un changement conformationnel permet d’activer les deux
autres monoméres qui viennent cliver le second brin d’ADN pour terminer I'échange des brins. Une
derniére étape de ligation permet d’obtenir le produit final de recombinaison. Schéma provenant de Lara

Rajeev et al.?*4,
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L’exploration de la diversité naturelle des recombinases, de méme que I'’évolution
dirigée des protéines a permis d’élargir I'éventail de sites cible reconnus

recombinases, ouvrant ainsi la voie a I'exploration de nouveaux sites thérapeutiques

dans le génome humain?®>-2%, Felix Lansing et al. ont d’ailleurs mis au point le

systéme de recombinaison RecF8 permettant de corriger une inversion de 140 kb dans
le géne codant le factor VIl de la coagulation, frequemment retrouvée chez les patients
souffrants d’hémophilie sévére. Ce systeme a atteint une efficacité de correction de
12% dans des cellules dérivées d’'un patient, permettant de restaurer I'expression du
gene?®. Toutefois, comme pour les méganucléases, reprogrammer les site cibles des
recombinases s’avere long et fastidieux. Afin de diriger la recombinaison vers
davantage de sites, I'équipe de David R. Liu s’est intéressée a fusionner la dCas9 avec
la recombinase Gin3 (site de recombinaison relaxé), mais l'efficacité s’est révélée
modeste in vitro*®°. Dans une autre étude, Eleonora |. loannidi et al. ont combiné la
technologie PE et la recombinaison site-spécifique pour mettre au point le
systeme PASTE (Programmable Addition via Site-specific Targeting Elements). La
technologie PE a tout d’abord permis d’installer les sites de reconnaissances
spécifiques de la recombinase, permettant ensuite a celle-ci de catalyser I'intégration
d’un segment d’ADN allant jusqu’a 36kb a I’endroit désiré, avec des rendements
allant de 10 a 50% dans des lignées cellulaires et des cellules primaires
humaines. Les auteurs ont méme directement fusionné la recombinase au PE3®. Le
systtme PASTE s’avére complexe a mettre en ceuvre mais les propriétés des
recombinases demeurent trés intéressantes pour médier des réactions d’insertions,
de délétions, de remplacements et d’inversions de séquences. L’accélération de la
recherche dans ce domaine permettrait d’atteindre la correction de nouveaux variants

genetiques.

De méme, les transposases sont des enzymes catalysant le déplacement d’éléments
génétiques dans le génome3°'. Ces éléments sont appelés transposons (quelques
centaines de pb a plusieurs kb). Brievement, plusieurs groupes indépendants ont mis
en évidence que certains locus CRISPR/Cas ayant perdus leur domaine codant pour
lactivité nucléase étaient associés aux génes transposases. Les études
meécanistiques ont démontré d’une part que ces locus agissaient comme des éléments
geéneétiques mobiles (transposons), et d’autre part que les domaines Cas permettent

de guider la transposition de maniére site-spécifique?26-302,
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L’équipe de Feng Zhang a ainsi développé le systtme CAST (CRISPR-associated
transposase) en utilisant 3 plasmides : un plasmide helper comportant les éléments
essentiels a la transposition (transposases TniQ, TnsC et TnsB, Cas12K, ARN guide),
un plasmide donneur comportant le transposon (gene de résistance a la kanamycine
flanqué par des extrémités droites et gauches reconnues par les transposases) et un
plasmide cible comportant le site de liaison a 'ARN guide (figure 11). Aprés
transfection des plasmides dans des cellules bactériennes, cette preuve de concept a
démontré qu’il est possible de programmer l'insertion site spécifique du transposon
kanamycine dans le plasmide cible, avec une efficacit¢é d'environ 12%. La
caractérisation du variant CAST de la cyanobactérie Scytonema hofmanni (ShCAST)
a démontré que le site d’insertion du transposon était localisé entre 60 et 66 paires de
bases en aval de la séquence PAM et que |a taille de I'insertion (du transposon) pouvait
facilement atteindre plus de 10kb (figure 11). Toutefois, la fréquence des évenements
d’'insertions hors de la cible demeurent tres fréquents, notamment a proximité des
genes fortement exprimés chez E.coli (ex : genes ribosomaux) et des évenements de
cointégration indésirables ont été rapportés par d’autres équipes (duplication du cargo
et méme insertion du plasmide cible)?26:392_ Pour remédier a ces problémes, au début
de I'année 2023, I'équipe de Benjamin P. Kleinstiver a fait évoluer le systéeme ShCAST
pour créer le systeme ShHELIX (Homing Endonuclease-assisted Large-sequence
Integrating CAST-compleX). Brievement, la transposase TnsB a été fusionnée avec le
variant nickase nAnil (K227M) provenant d’Aspergillus nidulans, permettant alors de
passer d'un systéme de transposition réplicatif (« copier-coller ») a conservatif
(« couper-coller »). En testant ce systéme chez E.coli, les événements de
cointégration ont été abaissés de 46.31% a 2.97% (facteur 16), I'efficacité d’insertion
au site cible (génome de E.coli) a été améliorée de 54.4% a 88.4% (facteur 1.6) et les
insertions en dehors de la cible ont été réduites significativement3°3. Tout de méme, le
transfert du systéme HELIX des cellules procaryotes aux cellules eucaryotes n’'a

toujours pas été démontré3%3,
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Figure 11 : Preuve de concept et modéle du systéme ShCAST.

(A) Preuve de concept pour tester I'activité du systeme ShCAST dans la bactérie Escherichia coli. Trois
plasmides ont été utilisés puis transformés dans E.coli : un plasmide donneur contenant gene de
résistance a la kanamycine (transposon) flanqué par des extrémités droites et gauches reconnues par
les transposases (RE et LE), un plasmide helper comportant les éléments essentiels a la transposition
(transposases TniQ, TnsC et TnsB, Cas12K, ARN guide), et un plasmide cible. Quelques heures apres
la transformation bactérienne, I'efficacité de transposition a été quantifiée par séquengage profond du
site d'insertion du plasmide cible. (B) Représentation schématique du fonctionnement du systeme
ShCAST, composée de la Cas12k (PAM 5-GTN-3’) associée a un ARN guide, des protéines de
transpositions TniQ, TnsC et TnsB et du transposon ADN flanqué par les extrémités LE et RE.
L’insertion du transposon se produit entre 60 et 66 paires de bases en aval de la séquence PAM.

Schémas traduits et adaptés de Jonathan Strecker et al.3%4,
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En somme, les recombinases et les transposases paraissent moins
dépendantes des mécanismes de réparations de I’ADN et du cycle cellulaire que
les PE, expliquant les rares mutations indésirables au site cible. De plus,
I”’expérimentateur n’a pas besoin de tester un large éventail de pegRNA, et la
modification (insertion/inversion/délétion...) peut ratteindre plusieurs kb.

Des efforts considérables demeurent nécessaires pour mieux caractériser les
recombinases et les transposases. Il est temps d’améliorer leur efficacité in vitro et in
vivo et de mettre au point des technique fiables permettant de quantifier leur
rendement et leur activité hors cible pangénomique. Parmi les pistes prometteuses,
I'évolution dirigée et rationnelle des protéines couplée aux nouvelles méthodes
d’apprentissage profond devraient repousser les limites associées aux recombinases
et transposases. Cette nouvelle génération d’outil demeure trés attrayante. A I'avenir,
elle permettrait de faciliter I'ingénierie cellulaire (ex : CAR-T cells), programmer
'insertion d’exons thérapeutiques dans un intron précédent un exon
défectueux, ou programmer l'insertion de transgénes thérapeutiques dans des
loci « sans danger », c’est-a-dire a distance des régions régulatrices, des proto-

oncogénes et des genes suppresseurs de tumeurs.
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9. Résumé : les outils d’édition du génome

A Nucléases B Editeurs de Bases
nucléase ) \
ARNG () v! v
AN 5 ABE 2
. = = e
cible
® ©
‘/I\’ ©
Déamination Déamination
¢ NHEJ = = I * de I'adénine ¢ de la cytosine
- ¥ MMEJ | HDR ©
- = — © @
INDELs INDELs Modifications codées par AT — G-C CG — AA
la matrice de recombinaison
C Prime editing D Editeurs de larges séquences
PE ) PE & recombinases Cas-transposases
=) pegRNA twinPE

: Sy

- PASTE CASTs
23

substitutions, insertions (<+80 pb),
délétions (<-44pb)

Edition de séquences larges

CQ— |
D
donor
= (D, — ==y
inverstions intégrations délétions remplacements
OUTILS ENZYMES IMPLIQUEES MECANISMES D’ACTIONS TYPES DE MODIFICATIONS EFFICACITE
Nucléases ZFNs et TALENs Fok1 Cassure double brin INDELs non contrélées +tt
SpCas9 SpCas9 sauvage Cassure double brin INDELSs non contrdlées +HH+
SpCas9 + SpCaso Cassure double brin INDELs non contrélées (+++) .
matrice de réparation plass sauvage suivie d’une réparation par HDR et modification d’intérét parfois
. Cassure monocaténaire + Transition A—G -
Editeurs de bases  ABE SpCas9 D10A et TadA déamination des adénines
CBE SpCas9 D10A, UGl et APOBEC1 ~ Cassure monocaténaire + Transition C—T e
déamination des cytosines
Prime editi PE SpCas9 H840A Cassure monocaténaire suivie  Substitutions et petites INDELs o
rime editing Rétrotranscriptase d’une étape de rétrotranscription (entre -44 et +80pb)
SpCas9 H840A Cassure monocaténaire suivie d’'une INDELs +
PE & TWIN PE Rétrotranscriptase étape de rétrotranscription (dizaines a centaines de pb)
R ’StpCtaSQ H84(:A Installation des sites de recombinaisons ++
Editeurs de PASTE €etro ransFrlp ase par PE puis recombinaison ciblée
I Recombinase
arges
sequences Recombinases Ex: Cre, RecF8, GinB... Recombinaison site-spécifique +H
inversions, intégrations,
Cas déficiente pour l'activité deéletions, remplacements
CASTs nucléase et nickase Transposition ciblée +
(dCas9) et transposase
Cas déficiente pour I'activité .

Cas-transposases nucléase et nickase Transposition ciblée
(dCas9) et transposase

Figure 12 : Vue d’ensemble des outils d’édition du génome.

Les schémas provenant des panels A-D ont été traduits et adaptés d’aprés Conor J. Tou et al.3%2,
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10. Autres outils CRISPR/Cas

En plus de I'édition génétique, les outils CRISPR ont été exploités pour moduler
I'expression des génes, altérer les marques épigénétiques (et a un plus haut niveau
remodeler la structure de la chromatine), imager la dynamique des chromosomes/de
la chromatine dans les cellules vivantes et méme cibler la molécule d’ARN. Dans cette
partie, je ne vais présenter que les outils permettant la modulation de I'expression des

génes. Pour une description plus détaillée, les revues suivantes sont disponibles305-306,

Réqulation de la transcription :

La transcription est initiée par le regroupement et la fixation de facteurs de transcription
aux niveaux des régions promotrices des genes, favorisant le recrutement de 'ARN
polymérase. Il s’agit de la premiére étape permettant la régulation de I'expression d’un
géene. Afin de guider un facteur de transcription — activateur ou répresseur — vers une
région promotrice particuliére, les scientifiques ont congu respectivement les systemes
CRISPR activateurs et CRISPR répresseurs®7-310, Brievement, ces systémes
fonctionnent avec une Cas9 catalytiquement inactive (dCas9) associée a divers
domaines effecteurs de la transcription (ex : VP64, p65, KRAB). Cette association peut
étre réalisée par fusion directe avec la dCas9 (mais taille limitée)3%7:3% ou bien
indirecte. Il est possible d’associer a la dCas9 un adaptateur composé d’un réseau de
peptides favorisant au niveau endogéne le recrutement de plusieurs copies d’un
facteur de transcription d’intérét (ex : SunTag), ou bien d’ajouter dans le crRNA des
aptameéres MS2, pouvant étre reconnus par des protéines MS2 elles-mémes
fusionnées a d’autres effecteurs de la transcription3%°. Ce systéme est aujourd’hui trés
bien maitrisé par la communauté scientifique pour réguler le niveau d’expression de
multiples genes. Contrairement aux méthodes de surexpression ou d’interférence
classiques (plasmides, ARNi), la régulation de I'expression du géne est physiologique.
De nombreuses maladies peuvent s’accompagner d’une expression anormale des
génes (ex : facteurs inflammatoires dans les maladies chroniques), et réguler leur
expression pourrait constituer stratégie thérapeutique d’avenir®'’. En comparaison aux
outils d’édition des geénes, les systétmes CRISPR activateurs et répresseurs sont
réversibles et donc les potentiels effets « hors de la cible » peuvent étre mieux

maitrisés.
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Le développement de ces différents outils a considérablement élargi les
possibilités offertes par la boite a outils CRISPR, ouvrant la voie a de nouvelles
perspectives pour les scientifiques, tant sur le plan fondamental que sur le plan
appliqué. Dans la prochaine partie, nous verrons quelles sont les principales
applications biomédicales développées grace aux outils d’édition du génome
CRISPR/Cas9 (diagnostique et thérapie), en mettant en évidence leurs avantages

et limites.
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Il. Applications biomédicales des outils
d’édition du génome CRISPR/Cas9

1. Edition du génome pour la thérapie génique
1.1 Contexte et définition

Actuellement, plus de 5000 maladies monogéniques ont été décrites et affectent au
moins 250 millions de personnes dans le monde®'2. Malheureusement, seulement
environ 5% de ces maladies disposent aujourd’hui de traitements efficaces. En
agissant sur la cause génétique de ces pathologies, c’est-a-dire la source du
probléme, la thérapie génique permet dorénavant d’offrir de nouvelles perspectives
thérapeutiques pour ces patients.

Il existe actuellement deux types de thérapie génique : la thérapie génique additive
et I’édition génique. La thérapie génique additive repose sur I’introduction d’une
séquence d’ADN thérapeutique dans le noyau ou le génome d’une cellule dont
le produit d’expression permet de pallier au géne défectueux responsable de la
pathologie ou de faciliter la destruction de cellules pathologiques (CAR-T cells).
L’édition génétique consiste a corriger directement, dans I’ADN, les mutations a
I'origine de la pathologie ou bien a introduire dans I’ADN de nouveaux variants
génétiques protecteurs. Méme si I'objectif final de ces deux types de thérapie est le
méme, chacune d’entre elles est associée a des limites intrinséques qui seront

résumeées dans les prochaines parties.

1.2 Limites de la thérapie génique additive

L’étape clé de la thérapie génique additive consiste a délivrer le transgéne
thérapeutique dans les cellules/tissus cibles de I'héte. Cette étape est réalisée par un

vecteur, qui peut étre d’origine virale ou non.

Brievement, les vecteurs viraux comportent une enveloppe, qui contient des protéines

de surfaces déterminant le tropisme cellulaire/tissulaire ; le transgéne thérapeutique
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d’'intérét; et une cassette régulatrice contrélant [I'expression du transgéne

thérapeutique (enhancer, promoteur) ainsi que les éléments nécessaires a
I'encapsidation et I'éventuelle intégration du transgéne thérapeutique dans le génome
de [I'héte. Actuellement, quatre grands types de vecteurs viraux ont été
développés pour la thérapie génique : les lentivirus, les y-rétrovirus, les adénoviruses

et les virus adeno-associaciés (AAV) (tableau 4) :

TAILLE

GENOME

TAILLE DU CARGO

TRANSDUCTION

EFFICACITE DE
TRANSDUCTION

INTEGRATION

EXPRESSION

NIVEAU DE
SECURITE

IMMUNOGENICITE

STRATEGIE POUR LA
THERAPIE GENIQUE

P

of ‘/\
ADENOVIRUS

= 90-100nm
ADN double brin

= 8kb - 36kb

Cellules en division
et quiescentes

Elevée

Vecteur non
intégratif

Transitoire

L2

Elevée

In vivo

AAV

= 25nm
ADN simple brin

=4.7kb

Cellules en division
et quiescentes

Modérée

Vecteur non
intégratif

Transitoire ou stable

L1

Faible

In vivo

T

Q.
L -0

v-RETROVIRUS

= 80-100nm

ARN simple brin

10kb

Cellules en division

Modérée

Vecteur intégratif

Stable

L2
Modérée-élevée

Ex vivo

LENTIVIRUS

= 80-100nm
ARN simple brin

8kb

Cellules en division
et quiescentes

Modérée
Vecteur intégratif
Stable
L2
Modérée-élevée

Ex vivo

Tableau 4 : Principales caractéristiques des vecteurs viraux utilisés pour la

thérapie génique.

Tableau traduit d’aprés https://biovian.com/.

Selon le type de protocole utilisé, ces vecteurs peuvent étre délivrés aux cellules soit
in vivo, directement dans I'organisme, soit ex vivo. Dans ce cas, les cellules modifiées
seront ensuite réinjectées chez le patient (greffe autologue). L’approche ex vivo est
couramment utilisée pour le traitement des hémoglobinopathies, en raison de I'accés
facilité aux cellules souches hématopoiétiques et a la maitrise des protocoles de
greffes de moélle hématopoiétique.
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Les vecteurs AAV sont les vecteurs viraux de premiers choix pour la thérapie génique
in vivo, en raison de leur faible immunogénicité a 'égard des patients. Généralement,
ils persistent dans le noyau des cellules sous forme épisomale, permettant une
expression prolongée du transgéne dans les cellules post-mitotiques. Toutefois, de
plus en plus d’études rapportent des événements d'intégration génomique'®4313_ ||
existe 12 sérotypes naturels AAV (AAV1 a AAV12) et des centaines de variants
geéneétiques présentant chacun un tropisme particulier, et permettant de cibler la plupart

des tissus humains314.315,

Les vecteurs y-rétroviraux deérivés du virus de la leucémie murine et les vecteurs
lentiviraux dérivés du virus de 'immunodéficience humaine ont largement été déployés
pour le transfert de génes ex vivo. Contrairement aux AAV, ces vecteurs sont
intégratifs et permettent une expression stable du transgéne dans les cellules
mitotiques (cellules souches hématopoiétiques et progéniteurs par exemple).

Grace aux progrés en nanotechnologies, des vecteurs non viraux formulé a partir de
particules lipidiques chargées, liposomes, polymeres, nanoparticules inorganiques
conjugués a des peptides/lipides de fusion membranaire ont pu étre développés3'6-
318 Contrairement aux vecteurs viraux, les vecteurs non viraux sont peu immunogénes
(dosages répéteés possibles), peu chers, facile a produire, et peuvent transporter des
cargos thérapeutiques de taille importante. Néanmoins, une fois injectés dans la
circulation, ces particules présentent des difficultés a franchir les multiples barrieres
biologiques (barriere sanguine, barriere extracellulaire, barrieére cellulaire, barriere
nucléaire) et ont naturellement tendance a s’accumuler au niveau du foie. Afin de les
rendre encore plus attractifs, les scientifiques proposent de nouvelles formulations
pour les diriger spécifiquement vers un type cellulaire ou tissus particulier, limiter leur

accumulation hépatique, et améliorer leur efficacité d’internalisation31°-320,

Entre I'année 2010 et 2020, pas moins de 1908 essais cliniques de thérapie génique
ont été recensés®' et aujourd’hui 12 candidats ont été acceptés par I'agence Food
and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis (Tableau 5).
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TYPE DE VOIE

PRODUIT COMPAGNIE APPROBATION INDICATION VECTEUR
THERAPIE D’ADMINISTRATION
Celgene myélome multiple récidivant Ex vivo Vecteur lentiviral codant pour
ABECMA Corporation FDA, mars 2021  ou réfractaire aprés au moins  Transduction de cellules T v un récepteur chimérique
4 traitements antérieurs autologues (CAR T cells) a l'antigene ciblant BCMA
X cancer de la vessie non invasif Vecteur adénoviral de
ADSTILADRIN o Femngr | FDA. déc. 2022 musculaire a haut risque a bacille In vivo instillation intra-vésicale sérotype 5 codant pour
armaceuticals ) . _GUéri i
de Calmgtte Gl.ferlr) avec (vessie) interferon alfa-2b (IFNa2b)
carcinome in situ
Lymphome a cellules B Ex vivo Vecteur lentiviral codant pour un
BREYANZI Th Juno " FDA, juin 2022 récidivant ou réfractaire a au  Transduction de cellules T v récepteur tronqué au facteur de
erapeutics moins 2 thérapies antérieures  autologues (CART cells) croissance EGFR et un récepteur
chimérique & I'antigéne ciblant CD19
J réfr':gteal i(:g]sun:zg:z:\?ant Ex vivo Vecteur lentiviral codant pour un
CARVYKTI E‘;a_ntsseﬁ FDA, fév. 2022 a0rés au moins 4 lignes Transduction de cellules T [\ récepteur chimérique a I'antigene
otec pres lgn autologues (CAR T cells) ciblant BCMA
antérieures de thérapies
Novartis |’-%/mpth9me f0||’iC‘Ud|.ail'et Ex vivo Vecteur lentiviral codant pour un
KYMRIAH ~Pharmaceuticals ~ FDA, aout 2017 e ey Transduction de cellules T v récepteur chimérique & I'antigéne
Corporation apres au moins deux autologues (CAR T cells) ciblant CD19
thérapies antérieures
mah);gzihco);nergci}er!iljr%i la Ex vivo Vecteur gamma-rétroviral codant
TECARTUS Kite Pharma FDA, Juil. 2020 inteau ou p L Transduction de cellules T v pour un récepteur chimérique a
leucémie aigue lymphoblastique B .
. > . autologues (CAR T cells) I'antigéne ciblant CD19
réfractaire ou récidivant
. Lymphome a grande cellules Ex vivo Vecteur rétroviral codant pour un
YESCARTA Kite Pharma FDA, oct. 2017 B réfractaire ou récidivant & Transduction de cellules T v récepteur chimérique a
la chimiothérapie autologues (CAR T cells) I'antigéne ciblant CD19
Hmophile B avec <érotype 5 (AAVS) codant pour on
HEMGENIX CSL Behring FDA, nov. 2022 déficience congénitale en In vivo v iant aain de fonction h 8 turel
facteur IX de la coagulation variant gain de fonction humain nature
(R338L) du facteur IX de la coagulation
Spark ) Dystrophie rétinienne Vecteur viral adéno-associé de
LUXTURNA Therapeutics FDA, déc. 2017 . avec mut'fmon In vivo Intra-oculaire sérotype 2 (AAV2) codant pour la
p bi-allélique du géne RPE65 protéine humaine RPE65
Adrénoleucodystrophie Exvivo Vecteur lentiviral codant |
ird bi " . Transduction de cellules CD34+ |V ecteur lentiviral codant pour la
SKYSONA Bluebird bio FDA, sept. 2022 liée au géne ABCD1 autologues(HSC) protéine ALDP
béta- thalassémie Ex vivo -
ZYNTEGLO Bluebird bio FDA, aout 2022 nécessitant des Transduction de cellules CD34+ v Vectel:)rulrelr;tlvllgall)liEeB_gggeggdant
transfusions régulieres autologues(HSC) p 9
Amyotrophie . .
Novartis Gene ; f Vecteur viral adéno-
ZOLGENSMA - . musculaire spinale . - .
Therapies FDA, mai 2019 infantile liée au géne In vivo v associé de sérotype 9

SMN1

Tableau 5 : Thérapies géniques acceptées aux Etats-Unis.

(AAV9) codant pour la
protéine SMN

FDA : Food and Drug Administration, CAR-T cells : Chimeric Antigen Receptor lymphocyte T cells. IV :

injection intraveineuse.
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Mutagénése insertionelle

L’intégration aléatoire du transgéne thérapeutique dans '’ADN des cellules est I'un des
principaux risques de la thérapie génique additive. Les vecteurs rétroviraux peuvent
notamment insérer leur matériel dans les régions ouvertes de chromatine, au risque
de déréguler l'expression des génes se trouvant a proximité. Ce type d'effet
secondaire a déja été observé par le passé, au cours de deux essais cliniques conduits
en France et au Royaume-Uni, respectivement en 1999 et 2002. Au total 20 patients
atteints du déficit immunitaire combiné sévere lié a I'’X ont été traités par thérapie
génique ex vivo (cellules CD34+) avec des vecteurs rétroviraux codant pour le
récepteur a l'interleukine 2 (IL2RG)3?2. Méme si les résultats de la thérapie se sont
avéres spectaculaires (18/20 patients presque ou totalement guéris 20 ans plus tard),
6 d’entre eux ont développé des leucémies entre 2.5 ans et 15 ans apreés la greffe, et
'un d’entre eux est décédé des suites de ce cancer®?3-325, Cela s’explique par
I'intégration de certaines copies du transgéne thérapeutique a proximité du promoteur
du proto-oncogene LMOZ2. De plus, les longues répétitions terminales (séquences
LTR) portées par les vecteurs rétroviraux peuvent agir comme des enhancers
transcriptionnels. Depuis, des vecteurs rétroviraux plus sophistiqués et moins
dangereux ont été mis au point et utilisés dans de nouveaux essais cliniques3?.
Notamment, la présence d'une délétion dans I'une des séquence LTR des vecteurs

rétroviraux a permis d’inactiver leur activité enhancer®?”.

Immunogénicité et toxicité

Malgré le succés notable des thérapies géniques basées sur les vecteurs AAV, un des
obstacles principal porte sur la réponse immunitaire des patients face a ce type de
vecteur. Bien que les vecteurs AAV soient décrits comme peu immunogénes,
l'injection d’un titre viral élevé peut malheureusement mener a 'activation des cellules
B et T, impactant I'efficacité de la thérapie (rejet des cellules transduites)3?8329, Les
traitements immunosuppresseurs ont montré une diminution de la réponse
immunitaire, mais pas chez tous les patients3*. Ces observations ont incité les
cliniciens a mettre en place la titration systématique des anticorps dirigés contre les
capsides virales avant I'administration du vecteur de thérapie génique. Plusieurs
groupes ont prouvé que des patients possédaient une immunité préexistante contre
certains serotypes AAV, ce qui a conduit a I'exclusion de jusqu'a 50% des patients des
protocoles cliniques33'332. Pour contrer ce probléme, des groupes de chercheurs se
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sont concentrés a isoler de nouveaux variants de protéines de la capside résistants
aux anticorps neutralisants333334 | 'utilisation de ces nouveaux variants AAV reste

encore limitée dans le domaine clinique.

De méme, une réponse immunitaire contre le transgéne thérapeutique peut susciter
des risques de réactions auto-immunitaires, affectant négativement la réponse
thérapeutique et menant a ['élimination progressive des cellules transduites.
L’expression prolongée du transgéne thérapeutique pourrait favoriser I'apparition de
cet effet secondaire, d’autant plus si celui-ci code pour une protéine sécrétée.
D’ailleurs, certaines études précliniques et cliniques ont reporté une activité
cytotoxique médiée par les lymphocytes T a I'encontre des peptides transgéniques et
méme la présence d’anticorps dirigés contre les protéines thérapeutiques33°-3%7. Les
lymphocytes T régulateurs jouent un réle primordial dans le maintien de la tolérance
immunitaire. Afin de maintenir la tolérance a I'égard du transgéne thérapeutique,
certains groupes suggérent d’induire in vivo des lymphocytes T régulateurs spécifique
aux antigénes d’intérét grace a un traitement combiné, ou bien d’injecter au patient

des lymphocytes T régulateurs autologues préalablement amplifiés ex vivo3%.

Derniérement, un accident tragique a mené au décés de trois enfants traités pour la
myopathie myotubulaire liée a I'X par un vecteur AAV8 (dose élevée : 3 x 10" copies
du génome/kg). Les données biologiques laissent supposer que deux des patients ont
succombé en raison d’'une hépatotoxicité, tandis que le dernier semble étre décéde
suite a des saignements gastrointestinaux33%34% (NCT03199469). Méme si aucun lien
n‘a pu étre établi entre les vecteurs AAV8 et le décés des patients, des études
précédentes suggerent que les vecteurs AAV sont capables d’induire des désordres
hépatiques3*'.

Taille du transgéne

La taille du génome des vecteurs de type AAV est limitée, ceux-ci ne peuvent
encapsider que des ADN inférieurs a 4,7kb en moyenne, séquence répétées
inversées, séquence de polyadénylation et promoteur compris. Cela revient a une
séquence d’ADN codante (CDS) du transgene thérapeutique ne pouvant pas excéder
3.5kb. Méme si plusieurs groupes ont montré qu’il était possible de combiner plusieurs

AAV pour transporter différentes parties d’'un grand géene qui sont réassemblés par la
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suite dans les cellules hétes (au niveau ADN, ARN ou protéique), I'efficacité de cette

approche reste trés réduite (systéme AAV-double)342-345,

Tropisme limité pour certains tissus/cellules

Certaines tissus ou cellules demeurent résistants ou peu permissifs a la transduction
par les vecteurs AAV in vivo. Afin de rediriger le tropisme des vecteurs AAV vers des
cibles d’'intérét, les chercheurs ont entamé des démarches d’ingénierie moléculaire
des protéines de la capside?*¢. D’autres ont développé des bibliothéques de peptides
d'affichage AAV aléatoires, permettant de sélectionner de nouveaux variants capables
de transduire les cellules de la barriere hémato-encéphalique®*’, les cellules
endothéliales coronaires®*®, ou encore les cellules pulmonaires34°. A I'avenir, ces
nouveaux variants pourraient permettre d’étendre le spectre thérapeutique des

vecteurs AAV.

1.3 Thérapie génique par édition de '’ADN

Méme si la thérapie génique additive permet, en théorie, de traiter les pathologies a
transmission autosomique récessive, cette stratégie n’est pas applicable aux
maladies a transmission autosomique dominante®°. Plus largement, cela
concerne toutes les maladies génétiques ou I'apport d’'une copie saine du géne atteint
ne permet pas d’améliorer la condition du patient (ex : maladies a expansion de
nucléotides, maladies avec mutation gain de fonction, géne toxique). Face a cette
limite, les outils d’édition du génome apportent une nouvelle opportunité,
puisqu’ils permettent 1) de corriger la mutation causale (ou d’apporter un
nouveau variant/locus protecteur) 2) d’atteindre tous les types de génes sans
limite de taille 3) de préserver I'expression physiologique du géne ciblé
(promoteur endogéne)

Depuis quelques années, les outils d’édition du génome ont conquis les stratégies de

thérapies géniques, comme illustré par les nombreuses preuves de concept et essais

cliniques en cours.
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CRISPR/Cas9 classique pour I'inactivation de génes toxiques

Le tout premier essai clinique humain utilisant la technologie CRISPR/Cas9 in vivo a
été reéalisé sur des patients atteints d’amyloidose a transthyrétine (ATTR)
(NCT04601051). Cette pathologie d’origine hépatique est causée par des défauts
génetiques dans le géne transthyrétine (TTR) et concerne pas moins de 50 000
personnes dans le monde (figure 13). La protéine TTR, principalement sécrétée par
le foie, est présente dans le sang et le liquide céphalorachidien. Elle s’organise sous
forme de tétramére pour transporter la vitamine A et la thyroxine. Lorsque cette
protéine est mutée, celle-ci devient anormale, favorisant la synthése d’oligoméres TTR
mal repliés. Ces oligoméres peuvent s’assembler pour générer des polyméres
extracellulaires insolubles et toxiques appelés dépots amyloides (figure 13).

Les premiers résultats de phase 1 obtenus sur 6 patients ont été publiés le 27 juin
2021 dans la revue The New England journal of Medicine™. La stratégie thérapeutique
consiste a inactiver le géne de la TTR en injectant (IV) aux patients des nanoparticules
lipidiques refermant ’ARNm codant pour la Cas9 et 'ARN guide dirigé contre le géne
TTR (candidat NTLA-2001). Seulement 28 jours aprés l'injection, Julian D.
Gillmore et al. ont montré une réduction de la concentration sérique en TTR de
52% a 87% chez les patients, selon la dose injectée. Ces premiéres données
semblent trés encourageantes, et aujourd’hui 72 patients ont été recrutés pour
poursuivre I'essai clinique. Bien entendu, les patients devront étre suivis pendant
plusieurs années afin de suivre I'évolution du traitement sur le moyen et long terme
(effets inconnus). Les CDB médiées par CRISPR/Cas9 étant tout de méme associés
a de nombreux effets génotoxiques, les scientifiques se sont rapidement tournés vers

les outils ABE et CBE pour I'inactivation de genes toxiques.
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Figure 13: Physiopathologie de I'amyloidose héréditaire a transthyrétine
(ATTR).

Les dépdts amyloides formés par la TTR mutée peuvent se déposer dans divers organes (cceur, reins,
tractus gastro-intestinal, systéme nerveux périphérique) et sont responsables de multiples symptdomes
(faiblesse musculaire, perte d’autonomie, troubles cardiaques) menant au déces du patient en une
dizaine d’années. Les principales stratégies thérapeutiques visent a lutter contre la production des

dépots amyloides. Schéma traduits et adaptés de David Adams et al.?5".

Editeurs de bases BE : les chiffres

Les éditeurs de bases ABE et CBE (les plus efficaces) permettent de générer des
transitions dans 'ADN (A*T—G+C pour I'ABE ou bien C+G—T*A pour le CBE). Ces
transitions représentent environ 61% des modifications génétiques nécessaires pour
reverser les substitutions pathogenes associés aux maladies génétiques humaines
selon la base de données ClinVar en 2018 (figure 14). Initialement, les outils BE
pouvaient prendre en charge seulement 26% de ces transitions pathogenes de 'ADN
(limite liée a la disponibilité d’'une séquence PAM a proximité du nucléotide a corriger).
Grace au développement de nouveaux variant Cas9 reconnaissant un spectre
beaucoup plus large de séquences PAM (ex : SpRY), le BE peut désormais atteindre
environ 95% des transitions pathogénes, soit environ 33,6% de I'ensemble des
variants génétiques délétéres décrits dans Clinvar??®, En d’autres termes, en théorie,
une personne sur trois atteinte d’une maladie génétique pourrait potentiellement
étre traitée par BE, offrant des perspectives thérapeutiques inespérées pour les
patients.

La liste des principaux essais en cours sont présentés dans le tableau 6. Quelques
exemples seront décrits dans les parties suivantes.
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Variants humains associés
aux maladies génétiques
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Figure 14 : Distribution des variants génétiques délétéeres humains.

reverser une substitution délétere

Bl AT > GeC
- AeT — CeG
I CG—TeA
[ CeG— GeC
[ AeT > TeA
[] CeG— AeT

(A) Classification des variants déléteres humains recensés dans ClinVar le 29 Mai 2018. (B)

Classification des différents types de mutations nécessaires pour reverser une substitution délétere

(58% des variants déléteres sont des substitutions). Les transitions sont chiffrées en blanc (14%+47%

= 61%) et les transversions en noir. Graphiques traduits et adaptés de Holly A. Rees et al.??.
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PRODUIT COMPAGNIE STATUT CIBLE TYPE

Géne PCSK9

. Phase |, Mai 2022 Hypercholestérolémie )
VERVE-101 Verve Therapeutics NCT05398029 il 66 meElkeies In vivo
cardiovasculaires
Investigations (DA AT
VERVE-201 Verve Therapeutics Pré-cliniques ':;’r‘:]?l'i-:::’zs;? ar|°a|3$lse In vivo
IND Enabling

cardiovasculaires

Tableau 6 : Candidats thérapeutiques reposant sur la technologie BE.
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Editeurs de bases BE pour le traitement des hémoglobinopathies

La prise en charge de la drépanocytose par BE est certainement I'une des plus
prometteuse. Avec environ 310 000 nouveaux cas chaque année, la drépanocytose
est la maladie génétique la plus fréquente dans le monde3%2. Il s’agit d’'une maladie a
transmission autosomique récessive caractérisée par la présence d’'une hémoglobine
mutée drépanocytaire (hémoglobine S, a2B%,) conférant une forme en faucille aux
globules rouges adultes. Cette hémoglobine S résulte d’'une mutation faux-sens unique
et ponctuelle présente dans le géene codant pour la globine-f (GAG—-GTG;
glutamate—valine). Bien que l'allogreffe de moélle hématopoiétique puisse traiter la
maladie en apportant au patient des cellules souches hématopoiétiques saines,
encore faut-il trouver un donneur avec un profil immunitaire compatible avec celui du
patient. La thérapie génique additive a démontré son efficacité chez certains patients,
mais I'expression relativement faible du transgéne thérapeutique ne permet pas de
compenser totalement I'effet délétére de I'alléle drépanocytaire3.

Bien que I’ABE ne puisse pas directement corriger l'alléele drépanocytaire
(GAG—GTG ; glutamate—valine), cet outil peut convertir le variant délétéere en
un autre variant non pathogéne rare, appelé variant Makassar (GTG—GCG;
valine—alanine). Seize semaines apres la greffe de cellules CD34+ éditées dans des
modeéles murins, I'équipe de David R. Liu a réussi a produire 68% d’hémoglobine
fonctionnelle et de réduire de cing fois le nombre de cellules drépanocytaires
falciformes en utilisant cette approche3®4. Cette stratégie a donné naissance au
candidat thérapeutique Beam-102, qui attend de recevoir I'autorisation par la FDA pour

démarrer les essais cliniques (https://beamtx.com/).

La seconde approche consiste a réactiver par BE I’expression de la globine-y
(globine foetale codée par les genes HBG1 et HBGZ2 formant I'hnémoglobine F, figure
15), soit en mutant son répresseur transcriptionnel BCL11A3% soit en mutant les
séquences promotrices sur lesquelles ce répresseur se fixe'®3%_ | e candidat
thérapeutique reposant sur cette stratégie, Beam-101, est aujourd’hui en phase 1 et 2
d’essai clinique. Les études précliniques suggérent que Beam-101 permet d’atteindre
jusqu’a 90% d’édition dans les cellules CD34+, de restaurer I'expression de
I’'hémoglobine F et d’abaisser celle de 'hémoglobine S : pres de 60% de 'hémoglobine
totale est représentée par I'hnémoglobine F et moins de 40% par 'hémoglobine S

(https://beamtx.com/).
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Bien que ces deux stratégies ne permettent pas de corriger directement le
variant délétére, I'installation du variant génétique protecteur Makassar ou bien
la restauration de I'’expression du géne de la globine-y permettent tous les deux
de pallier a l'allele drépanocytaire. Plusieurs revues décrivant les autres essais

cliniques en cours sont disponibles3%7-3%9,

BCL11A réprime I'expression de la
globine-y a la naissance

Hémoglobine foetale Hémoglobine adulte
(HBF) (HBA)
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Figure 15: Le répresseur transcriptionnel BCL11A contrbéle le passage de
I’lhémoglobine feetale HBF a I’hémoglobine adulte HBA.

Quelques semaines avant la naissance, le facteur BCL11A commence a réprimer I'expression du gene
de la globine-y. L’hémoglobine, constituée de 4 sous unités de globine, passe alors d’'une forme feetale
HBF (a2y2) a une forme adulte HBA (a2B2). La forme HBA devient prédominante juste aprés la
naissance, puis remplace totalement la forme HBF au cours des 6 premiers mois. Les patients atteints
de drépanocytose sont incapables de produire une globine- fonctionnelle (hémoglobine S, a2p52), leurs
symptdmes commencent a apparaitre environ 3 mois aprés la naissance. Afin de restaurer une
hémoglobine fonctionnelle chez ces patients, une stratégie consiste a lever le verrou transcriptionnel
exercé par BCL11A sur la globine-y, soit en mutant les régions promotrices sur lesquelles il se fixe, soit
en inactivant BCL11A dans les cellules souches hématopoiétiques. Schéma traduit et adapté de Haydar
Frangoul et al.3®,

81



Editeurs de bases BE pour le traitement des maladies infectieuses

Un autre pan de la recherche clinique s’intéresse également aux maladies infectieuses
virales. Il est possible d’utiliser la technologie BE pour 1) altérer les protéines de I'héte

utilisées par le virus ou pour 2) inactiver directement le génome viral.

Par exemple, Friederike Knipping et al. ont montré que l'inactivation des corécepteurs
CCR5 or CXCR4 humains, qui sont nécessaires a l'entrée du virus de
'immunodefiscience humaine (VIH) dans les cellules T CD4+, permettait de protéger
les cellules contre la transduction des vecteurs viraux avec une efficacité atteignant
jusqu’a 88% in vitro®*®'. A I'avenir, on pourrait imaginer modifier les cellules souches
hématopoiétiques ex vivo pour rendre les lymphocytes T du patient résistants a
l'infection par le VIH. Dans une autre étude, Hao Zhou et al. ont utilisé le CBE pour
générer un codon stop dans le géne S du virus de I'hépatite B. Cette stratégie a permis

d’abaisser drastiquement I'expression des protéines d’enveloppes du virus in vitro362.

Plusieurs études ont démontré que la séquence génétique codant pour les éditeurs de
bases pouvait facilement étre encapsidée dans divers vecteurs viraux (systéme AAV-
double'89:363-365 " |entivirus®®, adénovirus?°6-367) pour étre délivrés efficacement dans
divers modeéles animaux. Cependant, I’expression prolongée du BE dans les
cellules (ADN épisomal ou intégratif) augmente nécessairement la probabilité de
générer 1) une activité hors-cible et 2) une réponse immunitaire dirigée contre la
Cas9. Idéalement, des vecteurs délivrant le BE sous forme ARN ou bien sous
forme de complexe RNP (expression transitoire) permettraient de réduire ce type

de risque.

Comme les vecteur non viraux ont initialement été développé pour délivrer des siARN,
plusieurs groupes ont amélioré leur formulation afin qu’ils transportent 'ARN guide et
'’ARNmM codant pour la Cas9/le BE?'1368-372 Méme si ces vecteurs permettent
effectivement une expression transitoire des agents d’édition du génome, leur

utilisation preé-clinique et clinique est principalement limitée aux maladies hépatiques.

En s’inspirant des travaux de I'équipe d’Emiliano P Ricci®’3, I'équipe du Pr. David R.

Liu a mis au point en 2022 une plateforme d’'ingénierie de particules de types virales
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(Virus-Like Particles = VLP) pour le transport du BE. Les VLP sont des particules
dérivant des rétrovirus dénués d’activité d’infectieuse. A la place de transporter leur
matériel génétique, les VLP transportent divers ARN ou protéines, réduisant les
risques associés a l'intégration stable du génome viral dans les cellules cibles3%®. En
fusionnant le BE a la protéine structurale gag via un domaine linker clivable,
I’équipe du Pr. David R. Liu a élégamment montré que les VLP étaient capables
de transporter des cargos BE sous forme de complexe RNP (figure 16). Les BE-
VLP ont été administrés in vivo chez la souris et ont permis d’atteindre environ 20%-
30% d’édition dans les cellules RPE murines (injection intra-oculaire) et 63% d’édition
dans les cellules hépatiques (injection systémique rétro-orbitaire)3’4, soit presqu’aussi

bien qu’avec des vecteurs AAV.

De plus, il est possible de moduler a facon le tropisme des VLP en modifiant la
composition des protéines de I’enveloppe. Récemment, Jennifer Hamilton et al.
ont prouvé qu’en ajoutant des fragments d’anticorps anti-CD19 a la surface de
I’enveloppe virale (scFv anti-CD19 fusionné au domaine transmembranaire
CD8a), les VLP ciblaient quasiment-exclusivement les cellules exprimant
I’antigéne CD19%7%. Aprés avoir testé leur vecteur chez la souris, aucune activité
d’édition n’a été détectée au niveau du foie, suggérant une réduction de
I'hépatotoxicité et surtout de la dose nécessaire pour obtenir I'effet thérapeutique
attendu. A l'avenir, cette sélectivité de transduction permettrait peut-étre de
directement modifier, in vivo, les cellules souches hématopoiétiques (CD34+) pour le
traitement des hémoglobinopathies ou bien les lymphocytes T pour le traitement du
cancer (CD4+/CD8+), évitant toutes les étapes de ponction, tri, modification et

amplification ex vivo des cellules puis greffe autologue chez le patient.

Le seul inconvénient des VLP actuels est leur immunogénicité modérée/élevée
(structure protéique dérivée de celle des rétrovirus). A l'avenir, il serait
intéressant de développer des VLP avec des protéines de surface peu
immunogeénes (ex : variants de capsides AAV résistants aux anticorps neutralisants,

mais plus difficile a réaliser a cause de la capside de petite taille et trés rigide).
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Figure 16 : Représentation schématique des particules de type virales (VLP)

transportant des cargos ARN ou des complexes RNP.

Les VLP sont composées d’une psuedo-enveloppe virale externe (lipides et glycoprotéines), d’'une
matrice et d’'une capside interne (protéines de structures gag et polyprotéines gag-pro-pol), de diverses
enzymes nécessaires a la maturation des particules virales et éventuellement d’'un génome recombinant
incapable de s’intégrer dans ’ADN de I'héte infecté. (A) VLP transportant des cargo ARNm. La fusion
de la protéine gag avec une protéine de liaison a 'ARN (ex : protéine MS2) agit comme un appét et
permet I'encapsidation des ARNm contenant I'aptamere spécifiquement reconnu par la protéine de
liaison a I'ARN (ex : aptamére MS2). (B) VLP transportant des cargos RNP. La fusion directe de la
protéine gag avec la Cas9 (BE) via un linker clivable permet I'encapsidation de la protéine Cas9, elle-
méme associée a ’ARN guide. Le complexe RNP est relargué suite a I'action d’'une protéase virale puis
est ensuite libéré dans les cellules transduites. VLP = Virus Like Particle, RBP = protéine de liaison a
I'’ARN, complexe RNP = complexe ribonucléoprotéique, BE = éditeur de base. Schéma traduit et adapté

de Aditya Raguram et al.3%°.
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Thérapie génique par PE

Etant dorénavant le plus polyvalent des outils d’édition du génome, en théorie, le PE
pourrait corriger environ 90% des variants pathogénes responsables de
maladies génétiques humaines, c'est-a-dire ceux qui correspondent a des
substitutions d’un seul nucléotide ou des petites INDELs (<une douzaine de paires de
bases)?®' (figure 17). Méme si aucun essai clinique associé au PE n’a encore
démarré, de nombreux articles ont d’ores et déja démontré son efficacité pré-clinique
chez la souris pour la correction de divers variants pathogénes responsables de :
'amaurose congénitale de Leber, la tyrosinémie héréditaire, la beta-thalassémie, la
phénylcétonurie, le déficit en  alpha-1-antitrypsine ou encore |la
drépanocytose?52:253.281,282,376 |n des défis actuels consiste a développer de nouvelles
meéthodes pour faciliter 'administration du PE in vivo (sous forme ADN, ARN ou de
complexe RNP). Actuellement, un leader privé détient le monopole de la technologie

PE (https://primemedicine.com/).
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Figure 17 : Nombre et type de variants pathogénes atteignables par PE.

(A) La technologie PE permet d’atteindre, en théorie, 91,7% variants génétiques pathogénes humains
recensés dans ClinVar. Les auteurs ont utilisé I'outil PrimeDesign pour la conception automatique de
pegRNA et ont dénombré que 63 710 des 69 481 variants ClinVar pouvaient étre reversés par au moins
un pegRNA (91,7%) et qu’en moyenne, 3,7 pegRNA pouvaient étre congus par variant (RTT<35nt). (B)
Classification par type des 63 710 variants ClinVar atteignables par PE. L’anneau interne beige illustre
le pourcentage variant atteignables pour lesquels au moins un pegRNA meéne a une altération de la
séquence PAM (beige foncé). L’'anneau externe gris illustre le pourcentage de variants atteignables
pour lesquels au moins un ngRNA permet d'utiliser la stratégie PE3b-seed (gris foncé). Données
traduites et adaptées de Jonathan Y. Hsu et al.?%°,
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2. Edition du génome pour I’aide au diagnostique

2.1Interprétation biologique des variants génétiques

Depuis 'avenement des méthodes de séquencage a haut-deébit, I'enrichissement des
connaissances sur le génome humain n’a cessé de croitre. La réduction drastique des
couts liés au séquengage du génome humain a progressivement incité les laboratoires
de génétiques médicales a installer dans leur service des plateformes de séquencage
et de bio-informatique pour faciliter le diagnostic des maladies génétiques. Selon les
indications, I'analyse du génome peut se faire a plusieurs échelles : exploration du
génome complet, de 'exome, du méthylome, de panels de génes associés a une
pathologie particuliére, et méme du transcriptome.

Une multitude de nouvelles altérations génétiques associées a des pathologies ont été
identifiées. Néanmoins, la question de I'interprétation du réle biologique de ces
variants s’est rapidement posée. En effet, dans de nombreux cas, les praticiens
hospitaliers ne peuvent que constater une corrélation sans avoir de preuve
formelle établissant la relation causale entre ces altérations et les pathologies

en question.

En 2013 puis 2015, un groupe de travail composé de représentants Américains du
College of Medical Genetics and Genomics, de I’Association for Molecular Pathology
et du College of American Pathologists a établi des recommandations pour la
classification des ces variants génétiques®’” :

-> Variants bénins (classe 1)

-> Variants probablement bénins (classe 2)

- Variants de signification inconnue (VSI) (classe 3)

- Variants probablement pathogénes (classe 4)

- Variants pathogénes (classe 5)

Cette classification se base sur plusieurs critéres: type de variant génétique,

localisation, fréquence du variant dans la population générale, connaissances

accumulées dans les bases de données, conservation entre les espéces, algorithmes

de prédictions in silico, études de ségrégation familiales, et données fonctionnelles

présentes dans la littérature®”’. L’identification d’un variant pathogéne ou

probablement pathogéne permet est indispensable pour établir un diagnostic
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génétique. Celui-ci conditionne la prise en charge adaptée du patient et des membres
de sa famille porteurs de l'altération génétique (cas apparentés) : conseils génétiques,
surveillance médicale, traitements, médecine personnalisée (ex : thérapie génique,
thérapie ciblée pour le cancer), orientation vers des protocoles d’essais cliniques...
(figure 18).

Variant
Bénin ?
Inconnu ?|
Patho ?

Figure 18 : Les différentes étapes du diagnostic génétique.

Schéma traduit et adapté d’aprés https://mdhs.unimelb.edu.au/.

Les variants de signification inconnue (VSI) sont tellement rares voire uniques dans
la population qu’il est trés difficile de collecter des informations pour les classifier. lls
constituent un verrou au diagnostic génétique. Dans la base de données ClinVar, le
15 Avril 2023, 999 691 VSI ont été référencés, dont 820 125 correspondent a des
variants faux-sens. Afin de démontrer leur caractére délétére ou bénin, une étape de
validation fonctionnelle est nécessaire, mais cette étape demeure trés rare en
routine car elle requiert beaucoup de temps ainsi qu’une expertise technique

particuliere.

La validation fonctionnelle consiste a recréer dans un modéle (souris, drosophile,
poisson zébre, cellules...) le variant biologique et a évaluer sa fonction via divers tests
biologiques. Le modéle cellulaire (culture cellulaire) est généralement trés apprécié en
raison de son faible colt, de sa facilité de manipulation, de sa rapidité a obtenir des

résultats et de sa durabilité (cryoconservation possible).
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Actuellement, plusieurs techniques permettent de tester ces VSI :

- Le minigéne, qui consiste a évaluer les VSI localisés dans des sites consensus
d’épissages introniques ou exoniques. Le variant a tester est inclus dans un plasmide
de surexpression contenant un géne rapporteur d’épissage (généralement trois exons
et deux introns) qui est transfecté dans des cellules humaines. Une analyse par PCR
quantitative ciblée sur le transcrit produit permet d’évaluer l'efficacité d’épissage.
Méme si cette technique a permis de valider la pathogénicité de plusieurs centaines
de VSI¥8 elle est longue a mettre en place et ne permet pas de reconstituer le
contexte geénétique associé a chaque VSI, suggérant I'apparition potentielle de
résultats faux-positifs ou faux-négatifs. L'implémentation de la technique de
séquencage ciblé de 'ARN (RNAseq) dans les laboratoires de génétique permet
dorénavant d’évaluer directement I'impact des VSI sur I'épissage.

- La surexpression du géne muté via un plasmide. L’'inconvénient est que la
surexpression n’est pas physiologique (10 a 50 fois). De plus, le produit du géne
surexprimé muté peut entrer en compétition avec la version endogéne, rendant
l'interprétation parfois complexe. La surexpression du géne muté s’accompagne de
divers tests fonctionnels post-transfection, rigoureusement choisis selon la fonction
physiologique du géne testé. Par exemple, si le géne testé est un facteur de
transcription, il peut étre intéressant d’évaluer sa localisation sub-cellulaire et de

mesurer le niveau d’expression de ses génes cibles par PCR quantitative.
Avec l'arrivée des outils d’édition du génome, il est désormais possible de

directement réécrire les VSI dans ’ADN de modéles d’intérét, pour en évaluer

leur fonction. Un exemple sera décrit dans la partie suivante.
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2.2 Développement tests fonctionnels pour la reclassification des VSI

Environ 5% des cancers diagnostiqués sont liés a une altération génétique qui
prédispose au cancer. Le syndrome de Lynch est la forme la plus fréquente de
prédisposition au cancer colorectal. Ce syndrome, a transmission autosomique
dominante, est causé par des mutations constitutionnelles localisées dans les génes
appartenant au systeme MMR. Dans environ 75% des cas, ces mutations perte de
fonction affectent les génes MLH1 et MSHZ2. Environ 30% des variants génétiques
identifiées dans ces génes sont des VSI¥7®.

Le systéme MMR est indispensable pour résoudre les mésappariements de 'ADN. Ce
dernier participe également a la signalisation apoptotique en cas d’exposition a des
lésions de type méthylations sur TADN38. Chez les patients atteints du syndrome de
Lynch, leur le systeme MMR est déficient. Les cellules deviennent tolérantes a de type
de lésion et échappent donc a la signalisation apoptotique. Dans ce contexte, Delphine
Bouvet et al (Centre de Recherche Saint-Antoine, Paris) ont mis en place un test
fonctionnel in vitro basé sur la tolérance a la méthylation. En présence d’'un agent de
méthylation de I'ADN, seules les cellules avec un systtme MMR intact entrent en
apoptose (figure 19). Au total, 88 variants faux-sens ont été criblés, dont 48 VSI
(cohorte test) et 40 variants déja classés bénins ou pathologiques (cohorte de
validation). Le test développé a permis de classifier correctement 39 des 40 variants
de la cohorte de validation, démontrant la robustesse de cette approche. Sur les 48
VSI de la cohorte test, 12 ont été classés comme pathogénes et 28 comme bénins a
l'issu du test. Les 8 derniers ont montré un phénotype intermédiaire. Les clinico-
biologiques recueillies chez les patients et dans diverses bases de données ont permis
de corroborer ses résultats.

Afin de faciliter la reclassification des VSI, on pourrait imaginer, a 'avenir, que ce genre
de test soit intégré en routine dans les laboratoires de diagnostique génétique.
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Lignée HCT119
(mutant nul MLH1)

codants pour MLH1 et renfermant les VSI

di X w ' Transfection transitoire de plasmides

Cellule transfectée

®  (mCherry positive)

o Cellule non transfectée

Tri basé sur la fluorescence
(FACS)
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Sélection en présence d’un agent de
*méthylation de ’ADN

Restauration de la cytotoxicité Résistance a la cytotoxicité

Variant non pathogéne Variant pathogéne

Figure 19 : Test fonctionnel basé sur la résistance a la méthylation pour la
classification des variants de signification inconnue localisés dans le géne
MLH1.

Les auteurs ont utilisé une lignée cellulaire naturellement déficiente pour le gene MLH1 (mutant nul). lls
ont transfecté dans ces cellules un plasmide d’expression codant pour MLH1 refermant le variant a
tester. Ce plasmide code également pour un gene rapporteur fluorescent (mCherry). Les cellules
transfectées ont été recueillies par tri cellulaire activé par la fluorescence (FACS ; cellules mCherry
positives) puis mises en présence de l'agent de méthylation de I'ADN (N-Methyl-N'-Nitro-N-
Nitrosoguanidine) pendant quelques heures. Les cellules survivantes ont continué a proliférer pendant
une dizaine de jours. Un test au cristal violet a permis d’évaluer le nombre de colonies résistantes. VSI =
Variant de signification inconnue ; FACS = tri cellulaire activé par la fluorescence. Schéma traduit et

adapté de Delphine Bouvet et al.®™.
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PARTIE Il :
HYPOTHESES ET
OBJECTIFS



Grace a I'’émergence de la technologie CRISPR/Cas9 et aux multiples améliorations
apportées a ces outils, la médecine est rentrée dans une nouvelle ére thérapeutique :
celle de la chirurgie du génome. Fort de I'expérience acquise par I'équipe en biologie
moléculaire, nous avons développé au sein du CHU de Rennes une plate-forme pour
I'Exploration fonctionnelle du réle Pathologique de variants génétlQUEs rares (activité
EPIQUE), localisée au laboratoire de cytogénétique et biologie cellulaire.

Cette nouvelle activité hospitaliere, nous permet de concevoir, tester et valider la
spécificité de nouveaux traitements, in vitro, pour corriger les mutations
responsables de pathologies génétiques rares. Par la méme occasion, nous
pouvons utiliser les modéles cellulaires pour créer des variants génétiques de
signification inconnue (VSI) et tester leur réle biologique (figure 20). Cette étape
s’inscrit directement dans I'activité diagnostique du laboratoire. En reclassant les VSI
en variant pathogéne ou bénin, nous sommes en mesure d’apporter aux patients un

diagnostic de certitude indispensable a leurs prises en charge ultérieure.
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Figure 20 : Objectifs de la plateforme EPIQUE.
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L’objectif principal de ma thése a été de d'importer au laboratoire la technologie BE
pour corriger un variant faux-sens de classe 4 dans les fibroblastes d’un patient atteint
de gangliosidose a GM1 de type Il (NM_000404.2(GLB1):c.907G>A). En reversant
simplement le nucléotide A en G, jai pu restaurer une activité thérapeutique de
I'enzyme défectueuse responsable de la pathologie. La spécificité du BE a été évaluée
dans plus de 40 sites de 'ADN et n’a pas permis de détecter d’activité hors de la cible.
Cette preuve de concept suggére qu’a I'avenir, le BE pourrait constituer une stratégie
thérapeutique alternative a la thérapie génique additive, actuellement en cours
d’évaluation clinique pour cette maladie. De plus, ce variant initialement rangé en
classe 4 (probablement pathogene) a pu étre reclassifié en variant de classe 5
(pathogéne). Ces résultats ont été publiés au début de I'année 2023 dans la revue The
CRISPR journal (premiére auteur) et sont présentés dans la premiére partie de la

section résultats.

En paralléle a cet objectif principal, j’ai évalué d’autres outils d’édition du
génome pour de tester le réle de deux VSI directement mis en évidence en routine

par le service de cytogénétique et biologie cellulaire du CHU de Rennes.

Le premier variant, identifié par le Pr Sylvie Jaillard, a été séquencé chez une patiente
souffrant d’insuffisance ovarienne débutante. Ce variant faux-sens étant localisé dans
le géne de 'AMH, codant pour une hormone clé intervenant dans le maintien de la
réserve  ovarienne, son réle  causatif  était  hautement  probable
(NM_000479.5:c.35T>G). Afin de reproduire ce variant dans un modéle cellulaire, jai
importé au laboratoire la technologie prime editing et jai mesuré le niveau
d’expression du géne AMH muté par western blot. Les données préliminaires
démontrent une accumulation de I'isoforme non mature de ’'hormone dans les cellules.
Des expériences complémentaires sont en cours pour évaluer son activité. Les

données sont présentées en section 2 de la partie résultats.

Le deuxiéme variant a été identifié par le Dr Laura Mary chez un foetus atteint
d’anomalies du développement sexuel. Celui-ci est localisé dans le géne PBX1
(NM_002585.3:¢.320G>A) qui code pour un facteur de transcription ubiquitaire,
notamment impliqué dans le développement embryonnaire. A I'époque, je n’avais pas
encore mis au point les protocoles pour le base et le prime editing. Le géne PBX1 a

donc été inactivé par CRISPR/KO, puis un plasmide de surexpression renfermant le
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variant génétique a été transfecté dans les cellules. Malgré des résultats mitigés ne
permettant pas de conclure sur la pathogénicité de ce variant, la récurrence des
substitutions localisés dans ce codon chez les patients présentant des phénotypes
similaires suggerent un effet potentiellement délétére. Cette étude a été publiée le 17
janvier 2023 dans la revue Genes (2°™¢ auteur). L’article est présenté en section 3 de
la partie résultats.

Au cours de ma thése, jai aussi utilisé la technologie d’activation transcriptionnelle
CRISPR (CRISPRa) dans le cadre de la révision d’un article scientifique. Dans cette
étude, un crible gain-de-fonction CRISPRa a permis d’identifier un groupe de génes
(SMAD3, SLC9AS5, BIRC3) impliqué dans la résistance des cellules de mélanome a
un inhibiteur de BRAF. Ce crible a été réalisé a I'aide d’'une bibliotheque composée de
70 290 ARN guides ciblant 23 430 génes codants (au moins 3 ARN guides par génes).
J’ai montré que, selon la position de 'ARN guide sur la région promotrice du géne
SMAD3, son niveau de transactivation pouvait varier. L’article est paru en mars 2021
dans la revue Embo molecular medicine (4°™¢ auteur/15). Il est présenté dans la

derniére partie de la section résultats.

J'ai également participé a la rédaction deux revues scientifiques. La premiére porte
sur l'activation de voie de signalisation AhR dans le cancer et des stratégies
thérapeutiques envisageables. Elle a été publiée en juin 2021 dans la revue Current
Opinion in Immunology (co-premier auteur). Cette revue s’inscrit dans une étude
expérimentale menée au laboratoire visant a identifier les mécanismes de résistances
aux inhibiteurs de BRAF. Dans cette étude, j’ai utilisé la technologie CRISPR/KO pour
inactiver un géne de résistance et j'ai suivi la croissance tumorale des cellules dans
un modeéle de xénogreffe murin (données non présentées — projet en cours).

La deuxiéme revue traite du réle des ARN circulaires dans les cancers hépatiques, et
a eté acceptée en novembre 2021 dans la revue JHEP Reports (co-premier auteur).

Le projet sur lequel jai travaillé au cours de mon stage de master a également été
publié en octobre 2022 dans la revue Life Science Alliance (5°™ auteur/12). Cet article
montre que les appariements non-canoniques entre le microARN miR-16 et un groupe
d’ARN altére son activité suppresseur de tumeur dans le mélanome uvéal. Une

signature transcriptomique associée a I'activité miR-16 a été établie et a permis de
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discriminer le niveau de prédire la survie des patients. Le résumé de ces trois articles

a été inséré dans la partie annexe Il de cette thése.

Initialement, mon projet de thése portait sur le sujet suivant : caractérisation des
cellules cancéreuses responsables de I'agressivité du mélanome uvéal.

Malheureusement, je n’ai pas pu poursuivre ce projet pour des raisons techniques.
J’avais prévu de mettre en culture des cellules primaires de mélanome uvéal (banque
du Pr. Frédéric Mouriaux) pour les étiqueter avec un barcode moléculaire avant de les
xénogreffer chez la souris (figure 21). Malgré de nombreuses tentatives au cours de
ma premiére année de thése, les cellules primaires de mélanome uvéal n'ont pas
supporté pas la culture in vitro dans mes conditions. Cela explique pourquoi, dans la
littérature, personne n’a jamais réussi a cultiver de telles cellules. Par conséquent, je

me suis focalisée sur ces nouveaux projets basés sur I'utilisation des outils d’édition

du génome.
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Figure 21: Caractérisation des cellules cancéreuses responsables de

I’agressivité du mélanome uvéal.

Désormais, il est possible de suivre I'évolution clonale et le devenir des cellules in vivo grace aux outils
d’étiquetage moléculaire. En couplant cette approche fonctionnelle chez la souris (xénogreffe) avec la
technologie de séquencgage de I'ARN en cellules uniques (scRNAseq) en amont, il est possible de
d’identifier la signature transcriptomique de la ou les sou(s) population(s) cellulaire(s) présentes dans

la tumeur primaire et responsable(s) de I'apparition de métastases hépatiques.
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PARTIE Il :
RESULTATS



RESULTAT 1

L’édition du génome permet de corriger une transition pathogéne in vitro chez

un patient atteint de gangliosidose a GM1 de type I

AVANT PROPOS
Ce premier projet a été réalisé au cours de ma deuxiéme année de these. Il a été
déposé comme un preprint sur le site BioRxiv le 17 Avril 2022, ou il a été téléchargé

plus de 400 fois, puis publié dans la revue The CRISPR Journal le 6 février 2023.

INTRODUCTION DE L’ARTICLE

La gangliosidose une pathologie génétique a transmission autosomique récessive
touchant environ 1 personne pour 100 000 a 200 000 naissances. Cette pathologie est
causeée par la présence de mutations bi-alléliques au sein du géne GLB1, codant pour
'enzyme béta-galactosidase, étant notamment responsable du clivage des résidus
beta-galactosyl des gangliosides. La gangliosidose se traduit par une accumulation de
substrats toxiques, les gangliosides GM1, au sein des lysosomes neuronaux.
Malheureusement, cela provoque une neurodégénération a l'origine de désordres
cognitifs séveres apparaissant entre la naissance et I'dge adulte selon la gravité (type
I a 1ll). Aujourd’hui, il n’existe aucun traitement curatif pour ces patients. Trois thérapies
géniques sont en cours d’évaluation clinique (Lysogene, LYS-GM101, NCT04273269
; PASSAGE BIO, PBGMO01, NCT04713475 ; NHGRI, AAV9-GLB1, NCT03952637) et
reposent sur I'addition d’une copie exogéne de 'ADNc GLB7 par un vecteur viral
adéno-associé (AAV).

Dans cette étude, jai montré, a partir de fibroblastes dérivés d’'un patient, que I'outil
ABE est efficace a plus de 50% pour corriger un variant délétére localisé dans le géne
GLB1 et restaurer une activité thérapeutique béta-galactosidase. Dans nos conditions
expérimentales, aucune activité déaminase hors-cible significative n’a été détectée sur
plus 40 sites génomiques testés et sélectionnés a I'aide d’un outil bio-informatique.
Une modification non désirée de type bystander a été observée a proximité du variant
corrigé, mais les prédictions in silico ne suggérent aucune conséquence sur l'activité
béta-galactosidase. Cette preuve de concept suggére que le BE pourrait étre une

alternative a la thérapie génique additive pour le traitement de la gangliosidose a GM1.

100




CONTRIBUTIONS

Grace a une collaboration menée avec les médecins et biologistes des CHU de
Rennes, Toulouse et Lyon, j'ai pu accéder a des échantillons de biopsie de peau d’'une
famille (trio) dont I'enfant a été diagnostiqué pour la gangliosidose a GM1 en 2019. A
partir de ce matériel biologique, jai mis au point et mené toutes les expériences
scientifiques « de paillasse », et jai analysé, mis en forme et interprété I'ensemble des
résultats sous la supervision du Dr. David Gilot. Les analyses bio-informatiques et
predictions in silico ont été réalisés par Bénédicte Nouyou, Xavier Guillory et Leif A
Eriksson. J'ai également supervisé le Dr. Louise Goujon qui a participé a ce projet pour
I'obtention de son diplédme d’études spécialisées de génétique médicale.
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Gene Editing Corrects In Vitro a G> A GLB1 Transition
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Abstract

Ganglioside-monosialic acid (GM1) gangliosidosis, a rare autosomal recessive disorder, is frequently caused by
deleterious single nucleotide variants (SNVs) in GLBI gene. These variants result in reduced f-galactosidase
(B-gal) activity, leading to neurodegeneration associated with premature death. Currently, no effective therapy
for GM1 gangliosidosis is available. Three ongoing clinical trials aim to deliver a functional copy of the GLBT gene
to stop disease progression. In this study, we show that 41% of GLBT pathogenic SNVs can be replaced by ad-
enine base editors (ABEs). Our results demonstrate that ABE efficiently corrects the pathogenic allele in patient-
derived fibroblasts, restoring therapeutic levels of f-gal activity. Off-target DNA analysis did not detect off-target
editing activity in treated patient's cells, except a bystander edit without consequences on f-gal activity based
on 3D structure bioinformatics predictions. Altogether, our results suggest that gene editing might be an alter-

native strategy to cure GM1 gangliosidosis.

Introduction

Over the last two decades, high-throughput sequencing
(HTS) technology has accelerated the identification of
genetic alterations involved in human diseases, thus allow-
ing many patients to benefit from an accurate diagnosis.
Despite this historical breakthrough, a high number of diag-
nosed patients are currently awaiting personalized therapy.
The development of curative gene therapies for these pa-
tients is indispensablc:.l According to ClinVar, ~ 54,500
human pathogenic genetic variants have been associated
with diseases and more than 58% are single nucleotide var-
iants (SNVs) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). This
observation suggests that gene editing strategies aimed at
correcting the root cause of disease could be an alternative
strategy to cure disease instead of classical gene therapies
aimed at bringing a novel functional copy of the altered

2
genes.””

Nowadays, gene editing approaches such as base and
prime editing (BE and PE) enable specific restoration
of a functional gene by correcting pathogenic variants.?
BE has been successfully used to cure multiple diseases
in different models and species.*™® To date, the most ad-
vanced application in humans is to cure sickle cell ane-
mia through ex vivo targeting of hematopoietic stem
and progenitor cells from patients.” BE also shows prom-
ise in limiting the deleterious effect of progerin (SNV al-
tering the Lamin A mRNA splicing), as recently
demonstrated in a murine progeria model,” and to lower
cholesterol in serum of primates by turning off the
PCSK9 gene.””

Although this innovative gene editing approach is prom-
ising, it is important to keep in mind the editing efficiency,
the potential off-target effects, and the challenge in reach-
ing all targeted cells in vivo."™"" To date, BE has the best
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efficiency rate compared to PE or CRISPR-Cas9 coupled to
a donor. However, only C-to-T (CBE) and A-to-G (ABE)
BE methods are fully validated for gene therapy.'>'?

Moreover, CBE and adenine base editor (ABE) deami-
nases are active on a wide editing window. Indeed, the
maximum deaminase activity extends from nucleotide 4
to 6 from the 5" end of the sgRNA depending on the
BE version. This point suggests that proximal C or A nu-
cleotides should be edited into T or G within the editing
window, depending on the genomic context.'*'> Conse-
quently, two kinds of editing events might occur with
BEs: the expected on-target edit and the unwanted on-
target one(s) called bystander edit(s). Although these by-
stander events are sometimes unavoidable, plenty of strat-
egies have been proposed and published to improve BE
window specificity and reduce their occurrence.'®"’

To facilitate the design of sgRNAs for BE applications,
several improvements have been implemented such as less
stringent protospacer adjacent motif (PAM) than the canoni-
cal 5-NGG-3’ (such as NRN and NYN PAM; SpRY Cas en-
zyme) and high-fidelity (HF) BE Cas enzymes.'®'? So the
latest generation of BEs is characterized by a high efficiency
rate of editing and a low level of off-target edits since these
Cas9s cleave only one DNA strand (nickase) and are some-
times HF, making them exploitable for gene therapy.”

In humans, CBE and ABE should, respectively, correct, in
theory, 14% and 47% of GLB1 pathogenic variants.” In this
study, we investigated whether BE may constitute an alter-
native strategy to cure GM1 gangliosidosis. Indeed, there is
currently no effective therapy, and only supportive treat-
ments can be offered.”' GM1 gangliosidosis is an autosomal
recessive lysosomal storage disorder estimated to occur in 1
in 100,000 to 200,000 newborns.?? There are four different
types of GM1 gangliosidosis based on the age when symp-
toms first appear and the severity of disease progression.
Defects in the GLBI gene (coding the f-galactosidase [f-
gal]) cause impaired enzyme activity leading to the toxic
accumulation of gangliosides and neurodegeneration that
presents as cognitive impairment, paralysis, and early death.

Three ongoing clinical trials (NCT03952637,
NCT04273269, and NCT04713475) aim to deliver a func-
tional copy of the GLB! gene to slow down or stop disease
progression (classical gene therapy), but cannot reverse the
damage already caused by the disease. For two clinical tri-
als, the GLBI cDNA is carried by adeno-associated viral
(AAV) vector injected into the cisterna magna to reach
the neuronal cells through the cerebrospinal fluid and to
break down GM1 ganglioside. Preclinical studies clearly
demonstrated the ability of AAV to transport genes into
neuronal cells, suggesting that these vectors should also
bring both BE and sgRNA.>*"%*

LECLERC ET AL.

Transgenes transferred by this type of vectors are
transcriptionally active and are maintained as an
extra-chromosomal (episomal) form in the trans-
duced cells for a long-term period.>* However, the
preclinical trials have been mainly performed in short
lifespan animals such as mice and felines, making it dif-
ficult to evaluate the long-term beneficial effect re-
quired for patients.”*?**° These studies mainly
demonstrated a reduction of lysosomal storage in the
central nervous system and an extended lifespan for
these animal models.

To the best of our knowledge, the long-term expres-
sion of GLBI! in large animal models through AAV vec-
tors has not been investigated. In other words, it is
unknown how long the therapeutic effect will last follow-
ing the initial establishment of transgene expression, al-
though animal and emerging human data show that the
expression can be maintained for at least 10 years in mus-
cles.*® The durability of therapeutic response is key to
long-term treatment success, especially since immune re-
sponses to AAV vectors may prevent re-dosing with the
same therapy.*’

In this study, we show that 82% of genetic alterations
of GLBI gene are SNVs. Among the pathogenic vari-
ants, 41% could be targeted by ABE. As a proof-of-
concept experiment, we designed and validated
in vitro an ABE strategy for a young patient with
GM1 gangliosidosis. Based on the ABE efficiency
and the quantification of off-target edits, our data sug-
gest that gene editing is an alternative strategy to cure
GM1 gangliosidosis.

Methods

Editorial policies and ethical considerations

Written informed consent was obtained from the patient
and his parents. All procedures were in accordance with
the ethical standards of the Ethics Committee of Rennes
University Hospital and the French law (CCTIRS Com-
ité Consultatif sur le Traitement de 1’Information en
matiere de Recherche dans le domaine de la Santé).
Peripheral blood samples (for DNA extraction) and
skin biopsies (for functional analyses and personalized
gene therapy development) were collected from all the
participants.

Exome sequencing and bioinformatics pipeline

Trio exome sequencing was performed at Rennes Hospi-
tal University (Molecular Genetics and Genomics Labo-
ratory) using standard pipeline as previously described.*
Identified pathogenic variants were described according
to the Human Genome Variation Society nomenclature
guidelines (https://varnomen.hgvs.org/).
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BASE EDITING FOR GM1 GANGLIOSIDOSIS

Patient-derived fibroblasts: primary culture

and immortalization

The fresh skin punch biopsies were dilacerated with scal-
pels under a sterile area and then transferred into T25
flasks containing 5 mL of AmnioMAX C-100 (Gibco)
medium. After 1-2 weeks, explant growing cells were
washed with Dulbecco’s phosphate-buffered saline
(DPBS; Lonza), trypsinized with TrypLE™ Express
Enzyme (1 x; Gibco), and passaged in T75 flasks for fi-
broblast amplification. Primary cells were then immortal-
ized by SV40 T antigen lentiviral transduction. Lentiviral
particle production was performed in HEK293T cell line
by following Trono Lab recommendations (http:/
tronolab.epfl.ch).

Briefly, psPAX2 (Addgene plasmid ID #12260),
pVSVG (Addgene plasmid ID #8454), and pLOX-Ttag-
iresTK plasmids (Addgene plasmid ID #12246) were
transfected into HEK293T cells with lipofectamine
2000 (Thermo Fisher Scientific) according to the manu-
facturer’s instructions. Cell supernatant containing lenti-
viral particles was collected after 2 days, centrifuged, and
filtered (0.45 pum) to eliminate HEK293T-derived cell de-
bris. Fibroblasts in primary culture (P6 well plate; Fal-
con®) were infected with 500 uL of this infectious
media in the presence of 8 ug/mL polybrene (Sigma) to
achieve viral infection.

Cell culture

Immortalized patient-derived fibroblasts and HEK293T
(ATCC) cells were cultured, respectively, in RPMI-
1640 medium (Lonza) or Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (Gibco), each supplemented with 10% fetal bo-
vine serum (Gibco), 1% glutamine (Lonza), and 1%
penicillin-streptomycin (Sigma). When confluent, cells
were washed with DPBS (Lonza), digested with TrypLE
Express enzyme (1 X ; Gibco), and subsequently passaged
at 1:10 ratio. All cells were maintained at 37°C in a hu-
midified incubator with 5% CO,. Cell lines were rou-
tinely tested for mycoplasma infection with PlasmoTest
Mycoplasma Detection Kit (Invivogen) and negative re-
sults were obtained.

DNA extraction, polymerase chain reaction,

and Sanger sequencing

DNA was extracted from frozen cell pellets with the
Nucleospin tissue DNA extraction kit (Macherey-
Nagel). DNA concentration was evaluated using the
NanoDrop1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Sci-
entific). Polymerase chain reaction (PCR) was performed
from 50ng DNA with the Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase kit (Thermo Fisher Scientific). The list of
primers is presented in Supplementary Table S1. Samples
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were subjected to thermal cycling as follows: 98°C for
30s (initial denaturation step), 98°C for 10s, primers’
annealing temperature for 15, 72°C for 30s (35 cycles),
and 72°C for 5 min (final elongation step).

Amplicon size and purity were checked on 1.5% aga-
rose gel electrophoresis before Sanger’s reaction. Sanger
sequencing was performed directly on 1 uL of PCR reac-
tion in the presence of 0.5 uM primer and the Big Dye
Terminator V3.1 (Applied Biosystems™). The following
thermocycler program was used: 96°C for 5 min (initial
denaturation step), then 96°C for 1 min, primers’ anneal-
ing temperature for 1 min, and 62°C for 2 min (30 cycles).
Sequence products were purified on Sephadex G50 beads
(GE Healthcare) and directly loaded onto 3130x] Genetic
Analyzer capillary electrophoresis laser coupled system
(ABI PRISM).

RNA extraction, reverse transcription,

and quantitative PCR

RNA extraction was performed from frozen tissue in cul-
ture plates (P6 well plate; Falcon) by using the Nucleo-
Spin RNA kit (Macherey-Nagel). RNA concentration
was measured with NanoDropl000 spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific). Reverse transcription was
performed on 500 ng total RNA with the High-Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems).
Quantitative PCR (qPCR) was performed in 384-well
plates on 2.5ng of reverse-transcribed cDNA using the
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) in
the presence of 1 uM of forward and 1 uM of reverse
primers, using the QuantStudio 5 quantitative PCR equip-
ment (Applied Biosystems). The primer sequences used
are available in Supplementary Table S1. Raw data
were extracted with QuantStudio Design and Analysis
Software (Applied Biosystems). Relative gene expres-
sion compared to control conditions was calculated by
using the 2~** Ct method. GAPDH was used as a house-
keeping gene for normalization.

Protein extraction

Cells were lysed and proteins were extracted from fresh fi-
broblast cells with RIPA buffer (Thermo Fisher Scientific)
supplemented with protease and phosphatase inhibitor
mini-tablet (Pierce, Thermo Fisher Scientific). Protein quan-
tification was performed with Pierce BCA protein assay kit
(Thermo Fisher Scientific) and absorbance was measured
with spark microplate reader (TECAN) at 562 nm.

f-Gal enzymatic activity measurement
p-Gal activity was evaluated using a fluorogenic method
initially described by Ho and O’Brien.** Briefly, 20 uL of

14



20

fresh cell lysates were incubated in a white 96-well micro-
plate (Grenier Bio-One) with 100 pL of buffer solution (pH
4.3) containing 0.5mM of 4-methylumbelliferyl-f-p-
galactopyranoside substrate (Sigma). A kinetic analysis
was performed at 37°C for 1-2h. Every 4 min, the fluoro-
genic substrate was excited at 366 nm and fluorescence
emission, proportional to enzyme activity, was measured
at 442nm with a spark microplate reader (TECAN).
Enzyme activity was assessed from the slope of the fluores-
cence=f (time) curve and normalized per microgram of
protein.

Western blot

Protein samples were reduced and denatured with lithium
dodecyl sulfate and reducing agent for 10min at 70°C.
Then, 20 ug of each sample was loaded in 4-12% Bis-
Tris Gel (NuPAGE; Invitrogen) and migration was
done with following parameters: 1 h 30 min, 200V, and
400 mA. Proteins were then transferred onto a nitrocellu-
lose membrane (Invitrogen™ iBlot™ Transfer Stack)
with iBlot transfer device system (Invitrogen).

After transfer and incubation with a blocking solution
(1h at room temperature, TBS-Tween 0.1%; 5% bovine
serum albumin; Eurobio), the membrane was probed
with the primary antibody overnight at 4°C (rabbit anti-
f-galactosidase antibody, 15518-1-AP Protein Tech, dilu-
tion 1/1000; and mouse anti-a-tubulin, dilution 1/10,000;
T6199 Sigma-Aldrich) and then for 1h at room temper-
ature with the horseradish peroxidase (HRP)-linked sec-
ondary antibody (HRP-linked anti-rabbit IgG, dilution
1/2000; #7074 Santa Cruz; and HRP-linked anti-mouse
IgG, dilution 1/2000; #7076 Santa Cruz). Signal was
detected with Amersham ECL select substrate (Cytiva)
under a luminescent image analyzer (ImageQuant LAS
4000). Uncropped western blots are available in Supple-
mentary Figure S1.

Cloning

Single guide RNAs were designed according to the rec-
ommendations of Walton et al,'® Supplementary
Table S1. Designed oligonucleotides were integrated
into BPK1520 backbone (Addgene plasmid ID #65777)
by golden gate assembly as previously described.** Plas-
mids were transformed into NEB® Stable competent
Escherichia coli C3040H (New England BioLabs) by fol-
lowing the manufacturer’s recommendations. Bacteria
were seeded onto ampicillin (100 ug/mL) Lysogeny
broth (LB) agar plates and incubated overnight at 37°C.
Isolated colonies were then amplified overnight at 37°C
with LB growth medium and ampicillin (100 gg/mL)
under constant agitation. Plasmid DNA was purified
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with NucleoBond® Xtra Maxi kit (Macherey Nagel)
according to the manufacturer’s instructions. Constructs
were verified by Sanger sequencing. The plasmid encod-
ing the sgRNA number 8§ used in this study is available on
Addgene (BPK1520-sgRNA GLB1; Addgene #184378).

ABE transfection

Immortalized fibroblasts were seeded in 6-well plates
(Falcon) (500,000 cells/well). Approximately 24 h after
seeding (~60% confluency), cells were transfected
with 11.55 uLL of Viafect reagent (Promega) according
to the manufacturer’s protocols with 2200ng of
ABEmax(7.10)-SpRY-P2A-EGFP plasmid (Addgene
plasmid ID #140003) and 1100ng of sgRNA plasmid
(Addgene plasmid ID #65777). The medium was
replaced 6 and 24 h after transfection to eliminate dead
cells. Forty-eight hours after transfection, cells were
washed with DPBS (Lonza), digested with TrypLE
Express enzyme (Gibco), and resuspended into RPMI-
1640 medium (Lonza). GFP positive cells were sorted
by fluorescence-activated cell sorting (FACS, FACSAria
FUSION; Becton Dickinson). Sorted cells were either
lysed for DNA extraction and HTS or individualized by
limit dilution for clonal amplification (96-well plates, 1
cell/well; Falcon).

Approximately 3 weeks after the limit dilution, pure
clones were amplified in 12-well plates (Falcon). To eas-
ily identify the edited cells, -galactosidase assays were
performed and gene editing was confirmed by Sanger
sequencing.

siRNA transfection

Immortalized fibroblasts were seeded in 6-well plates
(500,000 cells/well; Falcon). Approximately 24h after
seeding (~60% confluency), cells were transfected
with 50nm siRNA CTRL or siRNA GLBI (IDT, se-
quence available in Supplementary Table S1) with lipo-
fectamine RNAimax (Thermo Fisher Scientific)
according to the manufacturer’s instructions. Forty-
eight hours after transfection, cells were stored at
—80°C and proteins were then extracted.

Off-target identification (CRISPOR)

Off-target sites were predicted bioinformatically by using
the CRISPOR online tool (http://crispor.tefor.net).””
Putative off-target sites were ranked according to cutting
frequency determination (CFD) score®® and top 10 off-
target hits were selected for deep sequencing (amplicons)
(data are available in Supplementary Table S3). In ad-
dition, putative exonic off-target sites were checked by
exome sequencing.
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Amplicon HTS

Genomic regions of interest were amplified by PCR (Phu-
sion High-Fidelity DNA Polymerase; Thermo Fisher Sci-
entific or KAPA2G Robust HotStart PCR; Sigma) from
genomic DNA samples. Amplicons were purified with
AMPure XP magnetic beads (Beckman Coulter). The li-
brary was prepared with the SureSelect XT HS2 DNA kit
(Agilent). We followed the manufacturer’s recommenda-
tions (except that initial DNA fragmentation, hybridiza-
tion, and capture steps were skipped). Pooled libraries
were sequenced on a MiSeq instrument (Illumina) with
a 2x250bp paired-end running method (MiSeq Reagent
Nano Kit v2 500 cycles; Illumina). The flow cell was
loaded with 5 pM pooled libraries containing 5% PhiX
control V3 (Illumina). Raw sequencing data were demul-
tiplexed with Bcl2Fastq software (v2.19; Illumina) (data
are available in Supplementary Table S3).

CRISPResso2

FastQ files were submitted to CRISPResso2*’ for pre-
cise editing quantification. We used the following para-
meters: -wc=—10, -q=30, - -min-bp-quality-or-N =30,
- -conversion-nuc-from= A, and - -conversion-nuc-to=G.
The matrix “selected-nucleotide-percentage-table-around-
sgRNA"” generated by CRISPRESSO was used to calcu-
late the potential editing percentage. For both on-target
and off-target data, the line with nucleotide “N” (Q
score <30) was removed with a Python script (Supple-
mentary Fig. S2) to avoid potential editing underestima-
tion (data are available in Supplementary Table S4).

Three-dimensional structure prediction

Maestro Software (Schrodinger Release 2021-3; Schro-
dinger, LLC, New York, NY, 2019) was used for visual-
ization, basic molecular modeling steps (protein
preparation, energy minimization, etc.), as well as for
the molecular dynamic (MD) simulation trajectory
using Desmond.*® Crystal structure of the GLB1 protein
in complex with galactose (PDB ID: 3THC) served as the
starting point for molecular modeling. The protein prep-
aration wizard was used to prepare the crystal structure as
follows: hydrogen atoms were added and possible metal
binding states generated.

The protonation and tautomeric states of Asp, Glu,
Arg, Lys, and His were adjusted to match a pH of 4.3
and possible orientations of Asn and Gln residues were
generated. Hydrogen bond sampling with adjustment of
active site water molecule orientation was performed
using PROPKA. Water molecules with fewer than three
hydrogen bonds to nonwater molecules were deleted.
Finally, the protein-ligand complexes were subjected to
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geometry refinements using the OPLS4 force field* in
restrained minimizations. The S302G mutant was then
generated using the ““Residue and Loop mutation™ tool
included with maestro, followed by an energy minimiza-
tion of the whole structure in implicit water.

The GLB1 wild-type (WT) and S302G structures were
then prepared for MD with the system builder panel using
the following parameters: each system was solvated with
TIP3P water under periodic boundary conditions with
the minimum distance between any atom in the solute
and the edge of the periodic box being 10.0 A; Na*/Cl~
counterions were added as appropriate for the neutraliza-
tion of the system; 0.154 M NaCl. MD simulations for
each system were performed with Desmond as follows:
3x 100 ns total time; OPLS4 force field; 100 ps trajectory
recording intervals; system energy set to 1.2, NPT ensem-
ble class; 300.0K; 1.01325 bar; and model relaxed before
simulation. Quality control of our simulations was done
using the ‘‘Simulation Quality Analysis’ tool as well
as the ““Simulation Interactions Diagram™ tool.

Statistical analysis

All data are expressed as the mean — standard error of the
mean of at least three individual experiments, excepting
the HTS experiments. Data were analyzed by Student’s
t-test using GraphPad Prism v8.0.1 (GraphPad Software,
San Diego, CA). p-Values were deemed to be statistically
significant as follows: *p <0.05; **p <0.01;***p <0.001;
*k#%kp <0.0001. All raw data are available in Supplemen-
tary Table S5.

Results

We investigated here whether genome edition could be a
credible approach to treat GM1 gangliosidosis by correct-
ing GLBI SNVs.

GLBT1 genetic variants

First, we analyzed the genetic alterations of the GLB/
gene found in ClinVar to characterize the origin of
GMI1 gangliosidosis (Fig. 1 and Supplementary
Table S2). The GLBI variants are almost exclusively
germline (>95%) SNVs (82%), the majority of which
are missense (60%) and some frameshift (11%)
(Fig. 1A-C). It is interesting to note that the GLBI non-
coding sequence is also impacted (untranslated region
and splice sites; ~20%).

Next, we focused on the 93 known pathogenic variants
(class 5 corresponding to 17% of all variants, N=1532) to
estimate the ability of BE and PE to correct them
(Fig. 1D, E). Importantly, PE, ABE, and CBE should,
in theory, correct up to 100, 41, and 15%, respectively,
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of GBLI pathogenic variants described in ClinVar
(Fig. 1F). Of course, the genomic context of each variant
must be taken on a case-by-case basis to consider com-
patibility with editing window and PAM of specific edi-
tors. Since BE is currently the most efficient approach for
gene editing in humans,’ we evaluated the ability of ABE
to correct a missense variant associated with GM1 gan-
gliosidosis as a proof-of-concept experiment. We se-
lected a patient with a missense variant targetable by
ABE (Fig. 2).

GLB1 characteristics of the patient

The patient is the second child of nonconsanguineous
parents (Fig. 2A). He has one healthy brother. Pregnancy
and delivery were uneventful. He was born at 40 weeks of
gestation, and his birth weight was 4015 g. He achieved
motor skills with slight delay, as he was able to sit at 9
months, to stand up at 19 months, and to make his first
steps at 22 months of age (Fig. 2A). At 30 months of
age, he began to lose previously acquired milestones as
he could no longer walk independently. Regarding
speech development, he could pronounce his first words
at the end of his first year of age, but he did not progress
further and progressively lost speech during the follow-
ing months.

At 22 months of age, the parents noticed some ep-
isodes of eyelid shaking. The ophthalmologic exami-
nation was normal. A first brain magnetic resonance
imaging (MRI) was performed at 23 months of age
showing normal results. At 3 years of age, general-
ized epilepsy became obvious. Initial anticonvulsant
therapy by Levetiracetam was switched to valproic
acid due to side effects. Follow-up cerebral MRI at
3 years of age showed generalized brain atrophy
and hypomyelination.
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The first genetic investigations, which included
screening for Steinert disease, Angelman and Prader
Willi syndrome, and CGH array analysis, were normal
(data not shown). Trio whole exome sequencing (WES)
of the child and his parents identified two heterozygous
probable pathogenic variants in the GLBI gene
(NM_000404.2): ¢.907G>A (p.Val303Met) and c.75+2
dup, inherited from his mother and father, respectively
(Fig. 2B, C). The first variant is a missense variant
(never described) and the second is located at a splice
site, leading to a 20-nucleotide intron retention in
GLBI RNA."

Since the GLBI genetic alterations suggested an al-
tered f3-gal activity associated with GM1 gangliosidosis,
we evaluated it in white blood cells. Analyses revealed a
pathogenic drop of f-gal activity (8 nmol/h/mg of pro-
teins in the patient vs. control: 197 nmol/h/mg of pro-
teins, data not shown). The residual f-gal activity was
estimated to be 4% of control. As a control, the neuramin-
idase activity was similar for the patient and the control
sample (data not shown). Thus, the abnormal f-gal activ-
ity supported the pathogenicity of the two variants iden-
tified in GLB/ and led to the diagnosis of a late-onset
form of infantile GM 1 gangliosidosis for this patient.

To confirm this diagnosis, three skin biopsies were per-
formed to generate primary fibroblast cultures (parents
and patient) (Fig. 2D). To obtain enough cells, we im-
mortalized these fibroblasts using T antigen from SV40
by a lentiviral transduction.

In accordance with results obtained with Peripheral
Blood Mononuclear Cells, we confirmed that patient’s fi-
broblasts displayed an undetectable f3-gal activity in our
experimental conditions (Fig. 2E). In contrast, the f-gal
activity detected in fibroblasts isolated from the parents
was reduced by 50% when compared to control

>

FIG. 2. Characterization of patient-derived fibroblasts. (A) Milestones of the patient with GM1 gangliosidosis, (B)
GM1 gangliosidosis patient pedigree, indicating autosomal recessive inheritance (genealogical tree), (C) hypothetical
effect of inherited variants on GLBT mRNA and amino-acid sequence, (D) workflow describing patient-derived
fibroblast purification and immortalization using SV40 T antigen (transduced by lentivirus), (E) f-galactosidase activity
in patient-derived fibroblasts. The measured values of the patient were compared to the values obtained from his
parents and a control case (control fibroblasts), n>3 biologically independent experiments, each histogram
represents the mean = SD. (F) GLB1 protein levels in the same fibroblasts. Specificity of the GLB1 antibody raised
against GLB1 protein was evaluated using siRNA targeting GLBT mRNA or a nontargeting siRNA (siCTR). Western blot
results are representative of at least three experiments and «-tubulin serves as a loading control, (G) expression
levels of GLBT mRNA evaluated by RT-qPCR in patient-derived fibroblasts or control fibroblasts, (H) allele-specific
gPCR quantification in patient-derived fibroblasts (ACt). Otherwise indicated, data were subjected to Student’s t-test
and p-values were deemed to be statistically significant as follows: *p <0.05; **p <0.01;***p <0.001; ****p <0.0001.
Raw data are available in Supplementary Table S5. NMD, nonsense-mediated mRNA decay; RT-gPCR, real-time
guantitative reverse transcription PCR; SD, standard deviation.



sit talk stand up walk

Skin biopsy
parents & patient

Fibroblasts outgrowth
from skin explant

g

T 100

:
23
gg Frd U OO SO SN
§ 1
& LK %

Ctrl case Father Mother Patient
*

5 1.5

g

g 1.0-

z

E .

g

Q 0.5- %

o

3

2

£ 0.0 r Y

< ~
Cid o
& <

©-@ -

Birth | ||
[ | | | ] 2022
2016 | I
. . : MRI: generalized brain atrophy and hypomyelination
eyelid shaking ~ loss ~epilepsy —p WES: two genetic alterations on GLB7 gene
of walk
wWT MUT
GLB1 NM 000404.2 GLB1 NM_000404.2 =';'M° ™
7 75+42d )
GAIEA ¢ ® Paternal allele [ e . e ' ”m“,,c
¢.75+2 dup » .
splicing variant | slicing —;::W
Class 4 retantion
[
e -
— -
c.907G>A
GM1 Gangliosidosis
GLB1NM_000404.2 Maternal allele
c.907G>A ¢.907G>A 1 i
c.75+2 dup missense variant | ¢ G1GGGGCGAGTGTGAACTT |CGTGGGGCGAGTATGAACTT
Class 4 iR B (ke
=
Gene editing

& functional tests

Fibroblasts
immortalization

F Ctrl case
< N
& x\“‘ (9@‘ & Q> N
Q S S S & O
S & & ) % 2
|—_—————— a Tubulin
H Patient
allele specmc RT-qPCR
§ 104 3 |
el =+
s
23s-
s
3

0\\ 2 o\
N o
IS

2 A
& &
& Q
24

109



BASE EDITING FOR GM1 GANGLIOSIDOSIS

fibroblasts. These results demonstrated that the combina-
tion of these two inherited mutations abrogated the f-gal
activity and expression (Fig. 2F). Next, we confirmed
a reduced amount of GLBI mRNA in patient-derived
fibroblasts when compared to control fibroblasts
(Fig. 2G) and both alleles were detectable
(Fig. 2H). Allele 1 (c:75+2dup) has reduced expres-
sion compared to allele 2, probably due to
nonsense-mediated decay of transcript containing
20bp of intronic sequence as already suggested.”’
In conclusion, we showed that the combination of
these two genetic alterations explains this case of
GM 1gangliosidosis.

Adenine base editing strategy for GM1

gangliosidosis

To conceive a therapeutic solution for this patient, we se-
lected the ABE approach to correct only one allele; the
GLBI c907G>A (p.Val303Met) mutation (maternally
inherited), aiming to restore a f-gal activity (50%) as
found in his asymptomatic parents (Fig. 3A). The ABE
strategy is known to reach a greater efficiency than PE,
and ABE is already used in clinical trials.* Only a PE ap-
proach has the potential to repair the other genetic alter-
ation inherited from the father.*?

To optimize our chance of designing effective sgRNA
for ABE, we selected the human codon-optimized ABE-
max(7.10): A-to-G base editor with nSpCas9 SpRY
(DIOA/LI111R/D1135V/G1218R/E1219F/A1322R/
Rl335V/T13137R).lg The main advantage of this Cas9
variant is that the classical NGG PAM evolves to NRN
or NYN, with NRN PAM being better recognized than
NYN PAM (NRN>NYN). Using this near-PAMless engi-
neered CRISPR-Cas9 variant, we successfully designed
and cloned two sgRNAs (Fig. 3A-C). Next, ABE-
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max(7.10) and one sgRNA were transfected into immortal-
ized fibroblasts derived from the patient (Fig. 3D).

Transfected cells were selected using the enhanced
green fluorescent protein (EGFP) signal encoded by the
plasmid pCMV-T7-ABEmax(7.10)-SpCas9-NG-P2A-
EGFP (Fig. 3D). Five days after the enrichment of trans-
fected cells (EGFP*-sorted cells), the BE efficiency was
estimated by DNA sequencing as previously de-
scribed.®?” CRISPResso2 analyses indicated that A907
was converted into G907 (reference nucleotide) in
~52% of reads from the maternal allele as expected
with this BE approach (Fig. 3E). The sgRNA 7 was inef-
ficient (Supplementary Table S4), confirming the require-
ment to evaluate several sgRNAs for BE.

Next, we performed a clonal selection to isolate edited
G907 clones (on-target edit). f-Gal activity and f-gal
protein levels were assessed (Fig. 3F). For the six clones
exposed to the sgRNA8, ABE rescued a therapeutic level
of f-gal protein and f3-gal activity when compared to
donor cells (wt GLBI). The restored f-gal activity
reached a similar activity to that detected in the fibro-
blasts isolated from his asymptomatic parents (50% of
the normal values) (Fig. 2E).

Window editing of ABE
Closer inspection of our sequencing results indicated that
A904 (position As from the 5" sgRNA extremity) is also
converted into G904 (~31% of the reads) (Figs. 3F and
4A, B). This result could be explained by the active win-
dow of the ABEmax (7.10), which extends from nucleo-
tides Ny to N (Fig. 3B)." In parallel, we did not detect
any significant editing event outside this editing window
by NGS (raw data Supplementary Table S4).

Since the clone#20 (G907-G904; on-target and by-
stander edits) displayed a similar f$-gal activity than

>

FIG. 3. Adenine base editing strategy for GM1 gangliosidosis. (A) Maternal inherited GLB1 variant is targetable by
ABE, (B) scheme explaining the base editor window. Potential bystander edit might be obtained (proximal adenine
to the on-target adenine located in the base editor window), (C) two sgRNA were designed to correct the
pathogenic ATG (Met) into the GTG (Val) on exon 8 of GLBT gene using ABE, (D) workflow used to evaluate the
ABE efficiency and specificity for the patient-derived fibroblasts, (E) efficiency of ABE to introduce the on-target
edit (Ag— Gg or 907A — G) using the sgRNA8 in fibroblasts. Results were obtained by amplicon deep sequencing
and analyzed by CRISPResso2. Bystander edits were identified. (F) Clones isolated after transfection sgRNA8+ABE
or sgRNA CTR+ABE were compared to normal fibroblasts or untreated patient-derived fibroblasts. Each clone was
characterized for f-galactosidase activity, f;-galactosidase protein, and edits. n=3 biologically independent
experiments, each histogram represents the mean +SD. «-Tubulin serves as a loading control. Data were subjected
to Student’s t-test and p-values were deemed to be statistically significant as follows: *p <0.05;

**p <0.01;**p<0.001; ***p<0.0001. Raw data are available in Supplementary Table S5. MUT, mutated; WT, wild

type.
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other edited clones (G907-A904; only on-target edit), we
investigated the neutral role of this unwanted edit.

We predicted the 3D structure of GLB1 protein (Sup-
plementary Fig. S3). In silico mutation followed by an
energy minimization of the whole structure showed min-
imal impact on the surrounding residues and GLBI struc-
ture (RMSD,)_at0ms=0.720 A). To study the potential
impact of this mutation more in depth, MD simulations
were carried out (3x 100 ns) on GLB1 WT and S302G
(Supplementary Fig. S3A). Analysis of trajectories did
not reveal any significant change in the secondary of ter-
tiary structure of GLB1 (Supplementary Fig. S3B). Alto-
gether, our results strongly suggest that this unwanted
on-target event (bystander edit) might have no impact
on GM1 gangliosidosis patients.

ABE: off-target detection

Base editors are known to generate bystander edits on sur-
rounding A or C (window editing) (Figs. 3 and 4A). They
can have negligible consequence as demonstrated in this
study or be avoided by targeting a region without modifiable
surrounding bases. However, the off-target edits due to an
imperfect sgRNA base pairing to DNA might impair the
clinical development of an sgRNA coupled to a base editor.

To uncover genomic loci with the potential for oft-
target editing, a computational prediction was used
(CRISPOR) (Fig. 4A).” In total, 978 candidate sites
were predicted, including only 63 exonic sites (Supple-
mentary Table S3). Since it remains difficult to evaluate
all these potential sites, we ranked them according to the
CFD score as previously published.® We focused on the top
10 CFD scores (only one is located in an exon; IDH1 gene,
Supplementary Table S3) and off-target effects were inves-
tigated by deep sequencing (amplicon-seq). Amplicons
were analyzed by CRISPResso2 as previously done for
BE efficiency measurement (Fig. 3E).

These samples were stringently quality filtered with a
flag for minimum average read quality of 30 (phred33
score=30) to ensure SNP calling was only performed
on high-quality reads. In our conditions, no off-target
edit was found for the sgRNAS in patient-derived fibro-
blasts. We failed to amplify the OT2 region by PCR.
Thus, 9 among the top 10 CFD score sites were investi-
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gated (Fig. 4C). To reinforce this result, we performed
WES (clone #58 and #20 vs. sgRNA control-transfected
cells). On the 63 exonic predicted off-target sites, 32 sites
were covered by WES. Under our conditions, no off-target
edit was found for the sgRNAS in patient-derived fibro-
blasts (0/32). In total, 41 potential off-target sites, including
those with the highest CFD scores, were analyzed. We did
not find any off-target effect using this protocol.

In addition, we quantified indel events around sgRNA
from HTS (amplicons) data followed by CRISPResso2
analysis (Supplementary Fig. S4). On average, indel
events remain very low (=0.1%) compared to on-target
editing, which is in accordance with previous reports
(Supplementary Fig. S4A, B)."® Indel size varies approx-
imately from 1 to 20 bases (Supplementary Fig. S4C).
Altogether, our results (in vitro) strongly suggest that
BE might be useful to cure GM1 gangliosidosis.

Discussion

Currently, no curative treatment for GM1 gangliosidosis
is available. In theory, therapies should slow or stop the
progression of this disease.>!** We suspect that the ear-
lier the patient is managed, the greater the therapeutic
success will be. The three ongoing clinical trials aim
at bringing a healthy GLBI coding sequence into the
cells of the brain and spinal cord (AAV vector injections
into the cisterna magna). To date, it is not possible to
evaluate the number of nervous system cells that will
be targeted by this classical gene therapy approach (effi-
ciency). Patient follow-up is necessary to determine dis-
ease progression and potential adverse effects.

In this study, we provide an in vitro proof-of-concept
study, strongly suggesting that genome editing can be
an alternative strategy for this deleterious disease. To
vehiculate the sgRNA and the ABE, the same AAV vec-
tor used for ongoing clinical trials**** might be used for a
single exposure. To obtain an optimal effect, the injection
(genome editing) should be applied as soon as possible
after birth, as already done for another neuronal disease
using antisense oligonucleotides.**

However, viral delivery of base editors allows sus-
tained expression in transduced cells, which may increase
the frequency of off-target editing.***** In addition, using

FIG. 4. Specificity assessment of ABE for GLB1 therapy. (A) Scheme recapitulating our workflow to identify the
on-target and bystander edits on the GLBT gene (base editor window), (B) workflow explaining the off-target
effects of ABE in patient-derived fibroblasts. Potential off-target edits were predicted by CRISPOR and 41 potential

sites were examined by combining whole exome sequencing and amplicon sequencing results. CFD score.
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(C) Analysis of the top 10 off-target predicted sites for sRNA8+ABE. Data were subjected to Student’s t-test and
p-values were deemed to be statistically significant as follows: ****p <0.0001. Raw data are available in
Supplementary Table S5. CFD, cutting frequency determination.
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viral vectors in gene therapy raises the possibility of rare
vector integration into the genome of patient’s cells,
which may promote oncogenesis.***¢ Recently, another
strategy has been published with Virus-like particles
(VLPs) efficiently “‘infecting cells” without carrying
viral genetic material. So the safety and efficiency of
VLPs render them promising for gene editing ap-
proaches, including in vivo.”*’

Limit of the study

To treat GM1 gangliosidosis, a classical gene restoration
strategy (rescue) is promising due to the lack of hotspot
mutations for this lysosome storage disease (Fig. 1),
and currently in clinical trials. In other words, the same
vector might be useful for all these patients. This rescue
approach has been successful in mice and cats using
AAV vectors.??*2 It is tempting to postulate that
the survival of GM1 patients treated by gene restoration
might be long. Thus, the potential drawback of this ap-
proach might be a possible decrease of f-gal protein ex-
pression level in long term because the AAV vectors are
not conceived to integrate the GLB/ sequence into the pa-
tient genome. This limitation has also been discussed in a
recent publication.”

On the other hand, gene editing is an alternative strategy
to cure GM1 gangliosidosis, by correcting the root cause of
disease and probably avoiding repetitive adeno-associated
virus injections. However, the main limitation of gene edit-
ing to treat such pathologies without hotspots is the need to
design and evaluate the efficiency and specificity of a
sgRNA per patient. Despite these hurdles, efforts to de-
velop more therapeutics to treat rare and ultra-rare diseases
are currently increasing in nonprofit biotechnology compa-
nies and academic laboratories.

In August 2022, Cure Rare Disease achieved FDA ap-
proval for the first-in-human IND to treat a rare mutation
causing Duchenne muscular dystrophy using a tailor-made
CRISPR approach. The drug, named CRD-TMH-001,
treats promoter and exon 1 mutations on the dystrophin
gene in muscle. The therapeutic will upregulate an alter-
nate form (isoform) of the dystrophin protein using
CRISPR transactivator with the goal of stabilizing, or po-
tentially reversing, symptom progression of Duchenne
muscular dystrophy. The dosing of the drug will occur im-
minently at University of Massachusetts Chan Medical
School (one-time administration).

Nowadays, traditional gene addition therapy seems
more adapted for these kinds of diseases. However, the
situation is changing rapidly. To date, gene editing is
well suited to correct autosomal dominant or dominant-
negative pathogenic variants”****’ and diseases associ-
ated with frequent variants. Three BE treatments are
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starting a clinical evaluation in humans: VERVE-101
(NCT05398029, Verve Therapeutics) for heterozygous
familial hypercholesterolemia (PCSK9 gene), BEAM-
101 (NCTO05456880, Beam Therapeutics) for Sickle
Cell Disease (HBB gene), and BE CAR-7 (base-edited
T cells, ISRCTNI15323014, Medical Research Council
United Kingdom) for T cell leukemia.

Off-target edits might restrain the utility of gene edit-
ing for human therapy. In this study, by combining WES
and amplicon sequencing for the 10 potential off-target
sites ranked by CRISPOR, we did not identify off-target
edits in our experimental conditions (0/41 sites). It is im-
portant to note that off-target editing independent of the
DNA-sgRNA pairing has not been investigated in this
study. For a deeper DNA off-target identification, unbi-
ased genome wide, empirical approaches (either bio-
chemical or cell culture based) should be more relevant
as some sites may be missed by in silico off-target predic-
tion programs.**"

In addition, whole genome sequencing and RNA edit-
ing by base editor must be analyzed for a clinical appli-
cation, according to the recent FDA press release
(Human Gene Therapy Products Incorporating Human
Genome Editing). In this study, we performed a proof-
of-concept study using patient-derived fibroblasts. Addi-
tional experiments are needed to replicate these results in
cells derived from additional patients and/or new GM1
gangliosidosis models. Indeed, several GM1 gangliosido-
sis animal models are available, but the GLBI genetic
modifications carried by these animals are not compatible
for a correction by BE.?*2°"2 In the future, a GMI1 ani-
mal model carrying such compatible mutation might be
developed to evaluate in vivo the gene editing efficiency/
feasibility as already done for progeria.®

Conclusion

GM1 gangliosidosis is a rare autosomal recessive disor-
der estimated to occur in 1 in 100,000 to 200,000 new-
borns. In this study, we showed that 56% of the
pathogenic mutations in GLBI gene might be targeted
by the BE (ABE+CBE) and 100% by the PE. Impor-
tantly, only one pathogenic allele needs to be corrected
to cure the disease. Moreover, we demonstrated the effi-
ciency and the safety of ABE in patient-derived fibro-
blasts in accordance with other BE studies.®'® In
conclusion, our study strongly suggests that gene editing
might be an alternative strategy to cure GM1 gangliosi-
dosis immediately after birth to limit irreversible damage.
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#!/usr/bin/python3
# -*- coding: utf-8 -*-

import argparse
import pandas as pd
from pandas import DataFrame

if " main_ "
# Aguments :
argparse.ArgumentParser
'——input' 'Input file'
'——output’ 'Output file'
# Inputs :

# Import file into Dataframe
pd "\t”
pd.DataFrame

# Remove the row begining with 'N'
'Unnamed: 0' 'N'

# Variable 'col' will contain the 1st column with the nucleotides (will be

used for the output file)

# Remove the 1lst column from the dataframe (used for percentage
calculation)

del 'Unnamed: 0

# Calculation

# Concatenation of the 1lst column (nucleotides names) with the dataframe
containing the percentages

pd

# Export to the output file

None True
'utf-8' Yo

Figure S2: Script (Python) for on-target and off-target analysis
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|Figure S3: ABE bystander edit and 3D structure predictions|

(A) molecular dynamics (MD) simulations were carried out (3 x 100 ns) on GLB1 wild type and

S302G. (B) Analysis of the trajectories (secondary of tertiary structure of GLB1).
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) Expected
on target edit
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Deletions — -

Nickase
site

Example of read with indels around sgRNA
+sgRNA 8, replicate 1

Aligned_Sequence Reference_Sequence n_deleted | n_inserted | n_mutated | #Reads | %Reads
TTGCCCGTGGGGCH ‘GAACTTGTGGGC TTGCCCGTGGGGCGAGTAT! o 18 1 2 0,0082
TTGTCCGTGGGGCGGGTATGAACTTGTGGGCGGGTGTGAA TTGCCCGTGGGGCGAGTATGmmrmmmmmmeemen) AA o 18 2 1 0,0041
TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAAGTATGAACTTGTGAGTGT TTGCCCGTGGGGCGAGTATG-- o 7 o 3 0,0123

Insertions TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGAACTTGTGAGTGTT TTGCCCGTGGGGCGAGTATG-~-4 -AACTT 1T o 6 o 6 0,0247
CGTGGGGCGGGTCGGGTGTGAACTTGTGAGTGTTCATTGC CGTGGGGCGAGTA——TGAACTTGTGAGTGTTCATTGC 4 5 2 7 0,0288
GCCCGTGGGGCGAGTGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC GCCCGTGGGGCGAGT--ATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC 0 2 0 2 0,0082

TTGCCCGTGGGGCGAGTGTGAACTTGTGA---===- TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC 14 o 1 3 0,0123
TTGCCCGTGGG - CTTGTGAGTGTTCATTGC TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC 11 o o 5 0,0206
TTGCCCGTGGGGCGAGTA-AACTTY TTCATTGC TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC 2 0 4 10 0,0411
TTGCCCGTGGGGCGAGTGTGAACTTG-AGTGTTCATTGC TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC 2 o 1 3 0,0123
TTGCC-GTGGGGCGAGTGTGAACTTGTGAGTGTTCATTGC TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC 1 o 1 2 0,0082

Deletions TTGCCCGTGGG-CGGGTGTGAACTTGTGAGTGTTCATTGC TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGE 1 0 2 2 0,0082
TTGCCCGTGGG-CGGGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC 1 o 1 1 0,0041
TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGTGAGTGTTCATT-C TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTG TCATTGC 1 0 0 1 0,0041
TTGCCC-TGGGGCGAGTGTGAACTTGTGAGTGTTCATTGC TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC 1 o 1 1 0,0041
TTGCCCGTGGGGCGAGTGTGAACTTGTGAGTGTTCATT-C TTGCCCGTGGGGCGAGTATGAACTTGTGAGTGTTCATTGC 1 0 1 1 0,0041

|Figure $4: Indels analyses for sgRNA8-ABE strategy|

Supplementary Figure 4: Indels analyses for sgRNA8-ABE strategy. (A) Base editing efficiency in
patient-derived fibroblasts transfected with sgRNA 8. Results were obtained by amplicon deep-
sequencing and analyzed by CRISPResso2, n=3 biologically independent experiments, each
histogram represents the mean + s.d. Data were subjected to Student’s t-test and p-values were

deemed to be statistically significant as follows: *p<0.05; **p<0.01;***p<0.001;

*#**p<0.0001. (B) Log2 nucleotide frequencies arounds sgRNA 8 and deletions localization. This
graph was generated by CRISPResso2 from HTS data. (C) Example of reads with indels around
sgRNA. This table was adapted from results generated by CRISPResso2 from HTS data. Raw data

are available in Table S5.
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CONCLUSION DE L’ARTICLE

Cette preuve de concept réalisée in vitro démontre que la simple conversion d’'un A en
G par BE permet de restaurer une activité thérapeutique de I'enzyme béta-
galactosidase, responsable de la gangliosidose a GM1. Ce variant maternel,
initialement décris comme probablement pathogéne, a pu étre reclassé en variant de
classe 5 (pathogéne). A ce jour, le BE demeure, a mon avis, 'outil d’édition du génome
le plus efficace et spécifique. Cette technologie trés prometteuse sera sans doute

largement utilisée en clinique dans un avenir trés proche.

Néanmoins, des travaux complémentaires sont nécessaires pour atteindre la phase
clinique. Premiérement, n‘avons pas eu l'opportunité de tester cet outil dans des
modéles animaux, car ceux disponibles a ma connaissance ne sont pas porteurs
d’altération génétique corrigeable par BE. Deuxiemement, il est indispensable de
délivrer les outils d’édition du génome aux patients sous forme de complexe RNP ou
ARN (expression transitoire) pour éviter les réactions immunitaires contre la Cas9 et
surtout limiter I'activité hors-cible. Malheureusement, il n’existe pas encore de vecteur
« sans danger » respectant ces criteres et capables d’atteindre efficacement les
cellules neuronales. Les particules lipidiques renfermant TARNm BE pourraient en
théorie étre reformulées pour cibler les motoneurones, mais une injection systémique
risque d'étre insuffisante pour atteindre le systéme nerveux central®®'. A ma
connaissance, l'injection intrathécale de particules lipidiques n’a pas encore été testée
chez 'humain3®2. En revanche, les vecteurs AAV sont efficaces pour transduire les
motoneurones aprés une injection intrathécale (essais cliniques en cours). Des tests
pré-cliniques effectués sur six chats atteints de gangliosidose a GM1 ont démontrés
que I'administration d’un vecteur AAV9 codant pour la béta-galactosidase permettait
d’améliorer I'espérance de vie des animaux d’un facteur 5 (8 mois versus 3,5 ans),
leurs facultés neurologiques et leur qualité de vie38. Ces résultats suggérent qu’il est
possible de ralentir les effets de la gangliosidose a GM1, chez ces animaux. Les
premiers dosages effectués chez les patients inclus dans les 3 essais cliniques en
cours (thérapie génique additive) indiquent une amélioration de ['activité béta-
galactosidase et une réduction de I'accumulation de gangliosides a GM1 dans le
liquide cérébrospinal. L’étude de leurs signes cliniques, sur le long terme, permettrait
de mieux apprécier I'efficacité du traitement.
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L’avantage de la thérapie génique additive, comparée a I'édition du génome, est que
le méme traitement peut étre administré a tous les patients, indépendamment du type
et de la localisation du variant dans le géne atteint. Dans cette étude, nous avons
évalué l'outil BE pour corriger un seul variant génétique, alors que 275 variants
délétéres ont été rapportés pour la gangliosidose a GM1 dans la base de données
ClinVar. Toutefois, la plupart du temps, les vecteurs AAV ne s’integrent pas au génome
de I'héte et persistent dans le noyau cellulaire sous forme épisomale. Nous ne
connaissons pas encore la durée de vie de cet ADN épisomal sur le long terme, dans
les cellules post-mitotiques neuronales. Contrairement a la thérapie génique additive,
'avantage du BE est qu’une seule infection pourrait suffire pour obtenir des effets
stables sur le long terme (modification génétique irréversible — intégrée au génome de
I'hote).
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RESULTAT 2

Evaluation fonctionnelle d’un variant homozygote du géne de ’AMH

identifié chez une patiente souffrant d’insuffisance ovarienne débutante

AVANT PROPOS

Ce projet a été réalisé dans le cadre de la mise en place de I'activité EPIQUE dans le
laboratoire de cytogénétique et biologie cellulaire du CHU de Rennes, dirigé par le Pr
Marc-Antoine Belaud-Rotureau. Le manuscrit a été soumis en janvier 2023 dans la
revue Journal of Assisted Reproduction and Genetics. Afin de mieux caractériser les
conséquences du variant génétique AMH p.(Val12Gly), des expériences

complémentaires sont en cours.

INTRODUCTION DE L’ARTICLE

Le Pr Sylvie Jaillard, biologiste au sein du laboratoire de cytogénétique et biologie
cellulaire du CHU de Rennes, utilise en routine la technologie de séquengage d’exome
afin d’investiguer les causes génétiques de l'insuffisance ovarienne. Un variant de
signification inconnue, localisé dans le géne de 'AMH chez une patiente présentant
une diminution prématurée de sa réserve ovarienne, a retenu son attention. En effet,
chez la femme, 'AMH est une hormone clé sécrétée par les cellules de la granulosa
et agit comme le gardien de la réserve ovarienne en limitant 'entrée en maturation des
follicules primordiaux. Des expériences de validations fonctionnelles ont été menées
dans l'objectif de reclassifier ce variant (délétére ou bénin). Le variant génétique a été
reproduit par la technologie prime editing dans un modéle cellulaire, puis I'expression
de 'AMH a brievement été évaluée par Western Blot. Les données préliminaires
suggerent une accumulation de la forme non mature de 'AMH dans les cellules,
expliquant possiblement la faible quantité d’AMH circulante chez la patiente et la
diminution prématurée de sa réserve ovarienne. Des expériences supplémentaires

sont encore nécessaires pour conforter cette hypothése.

CONTRIBUTION

Dans ce manuscrit, jai participé a la conception, a la réalisation et a 'analyse des
expériences permettant de reproduire le variant génétique AMH p.(Val12Gly) dans les
cellules HEK293T (technologie prime editing) et de caractériser son impact

fonctionnel. Il s’agissait de la premiére expérience de PE que j'ai réalisé au laboratoire
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(faible efficacité d’édition et version PE ancienne, cf. introduction partie 7.2). Ces
expériences correspondent a celles présentées en figure 2. Elles ont été menées sous

la supervision du Dr David Gilot.
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ABSTRACT

Purpose: Ovarian deficiency, including premature ovarian insufficiency (POIl) and diminished ovarian
reserve (DOR), is a major cause of female infertility. POl is characterized by disorders of the menstrual
cycle accompanied by an elevation of serum gonadotropins occurring before the age of 40 years. A
decrease in ovarian reserve also occurs with age but is considered pathological if evident before the
age of 40, corresponding to DOR. The latter is characterized by a low anti-Mdllerian hormone and/or
low antral follicle count and/or elevated follicle stimulating hormone but lower than the post-
menopausal level. We report here a young adult patient presenting with DOR. Exome sequencing
revealed a homozygous variant in the AMH gene, considered as a variant of uncertain significance
(VUS). The aim of the study was to use functional validation to prove the deleterious impact of this
homozygous AMH variant.

Methods: Functional studies using a cellular model have been achieved via the creation of this variant
by CRISPR-Cas9 (Prime Editing).

Results: The preproAMH proteolytic maturation is less efficient in homozygous cells than in
heterozygous cells, confirming the deleterious nature of this variant at the homozygous state.
Conclusion: These results could explain the low amount of circulating AMH in this patient. Since this
variant is present in the general population albeit rare, its homozygous state has to be considered as

potential cause of ovarian deficiency.
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INTRODUCTION

Ovarian reserve represents the number of available follicles within ovaries. It can be estimated by anti-
Millerian hormone (AMH) levels, follicle stimulating hormone (FSH) levels, and/or antral follicle count
(AFC) determined by ultrasounds [1]. Ovarian deficiency, including diminished ovarian reserve (DOR)
and premature ovarian insufficiency (POI) is one of the main causes of female infertility. A DOR can be
diagnosed by abnormal ovarian reserve testing showing low AMH and/or low AFC and/or elevated FSH
but lower than the post-menopausal level, without menstrual irregularities. This condition is mostly
the consequence of age, but is considered abnormal if it occurs before the age of 40 (10% of women)
[2]. DOR differs as a clinical diagnosis from POI, which occurs in 1% of women under 40 and is
characterized by high FSH levels >25 UI/L (post-menopausal level) and perturbation or cessation of the
menstrual cycle before the age of 40. It is supposed that DOR and POl can share common genetic
defects [3]. For instance, heterozygous variants in GDF9, a member of the transforming growth factor
beta (TGF-B) superfamily critical for mammalian ovarian folliculogenesis, have been associated with
POI (secondary amenorrhea), DOR, polycystic ovarian syndrome (PCOS) and propensity for dizygotic
twins, and biallelic GDF9 variants have been associated with severe POI (primary amenorrhea) [4].
AMH is another member of the TGF-B family consisting of dimeric ligands divided in to three classes
(TGF-Bs, Bone morphogenetic factors, and Activins). These ligands bind serine/threonine kinase
receptors through the extracellular domain, leading to phosphorylation of the type | receptor by the
constitutively active type Il receptor, thus allowing the activation of intracellular SMAD proteins. AMH
has its own dedicated type Il receptor, AMH receptor type Il (AMHR2) [5]. AMH active protein is
encoded by the autosomal AMH gene mapping to 19p13.3 (OMIM*600957) [6]. This gene encodes a
preproprotein of 560 amino acids, giving rise to the proAMH (AMH 25-560) after cleavage of the first
24-amino acids corresponding to the signal peptide. A stable non-covalently linked complex (termed
herein AMHN,C) is formed after cleavage of the proAMH at position 451/452. AMH homodimerization
occurs through the conserved cysteine (C525) to give the disulfide-linked signaling molecule [5].
Circulating AMH contains a mixture of proAMH and AMHN,C, the latter only appearing to activate
AMHR2 with AMHC being receptor competent and AMHN increasing its bioactivity. Recently, novel
antibodies raised against the C and N terminal parts of human AMH protein have been generated and
validated using human samples (human follicular fluid (FF) from small antral follicles and human
granulosa cells (GCs)). This revealed new molecular weight isoforms of AMH, suggesting unknown
maturation steps and it is proposed that the preproAMH maturation process is yet to be fully
elucidated [7].

AMH is synthesized in the gonads of several vertebrate species, in the Sertoli cells of the testes and
the ovarian GCs. Circulating levels of AMH are dimorphic, linked with the role of this hormone on

gonadal development or function [8]. In females, AMH is a key factor in the regulation and progression
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of ovarian follicles, and becomes undetectable after menopause. AMH is produced by the GCs
ofprimary and small antral follicles during fetal life, when Miillerian ducts are already insensitive to
AMH [6]. AMH expression is detected in GCs of activated primordial follicles but is absent in follicular
stages following FSH-dependent selection [9]. AMH synthesized during the early ovarian follicular
stages provides a negative retrocontrol over folliculogenesis, inhibiting follicular recruitment and the
stimulating effect of FSH on the follicles. Thus, AMH ensures the protection of the ovarian reserve.
Accordingly, a low AMH level is correlated with a low pool of primordial follicles. Circulating AMH is
thus considered a useful marker of the ovarian reserve [10]. The role of AMH in fertility has also been
proven in murine models. In Amh heterozygous and homozygous mutant female mice, decreased
circulating AMH is associated with early depletion of primordial follicles and accelerated ovarian
reserve depletion [11].

Due to the importance of AMH in female fertility, variants in AMH have been investigated.
Heterozygous variants of AMH and AMHR2 with reduced AMH signalling activity in vitro have been
found in POl women [10]. To date, different scenarios might explain the role of variants affecting the
AMH gene. These variants could modify the activity of AMH by modulating the AMHN,C dimerization
process but might also alter the preproAMH maturation process, reducing both the release of active
AMH dimers and the negative feedback effect of AMH on the primordial follicles.

Here, we identified a homozygous AMH variant, located in the peptide signal region of the protein, in
a DOR patient. This rare variant is present in the general population but never in homozygous state in
females suggesting the potential for a deleterious role in this case. Accordingly, the circulating levels
of AMH and her follicles count were decreased. Thus, we postulated that this variant might affect the
AMH protein level and in turn decrease its negative feedback effect on primordial follicles, explaining
her DOR. To perform functional experiments, a model harbouring the patient variant in homozygous
state was generated using the cutting-edge technology for gene editing, the Prime Editing (PE)

technology.

MATERIAL AND METHODS

Participants

The proband was first seen at 27 years old for primary infertility. Menarche occurred at 11 years old
and oestroprogestative contraception was started at 16 until 23 years old. Menstrual cycles were
regular and short. Genitals and secondary sex characteristics were normal. Hysterosalpingography
showed permeable uterine ducts. Ultrasonography examination showed normal uterus and AFC was
9, then ascertained at 7 in the following months, in favour of DOR (AFC<5-7 follicles). Pelvis MRI

showed a slight thickening of the right uterosacral ligament, without other endometriosis lesions, and

128



ovaries with very few follicles. DOR (AMH<0.5-1.1 ng/mL) was confirmed by two hormonal
assessments showing AMH: 0.6 and 0.5 ng/mL, FSH: 11.9 and 10.8 IU/L (N: 3-9 IU/L), LH: 6.3 and 5.4
IU/L (N: 2-10 1U/L), and estradiol: 32 and 26 pg/mL (N: 27-161 pg/mL). Autoimmunity testing was
negative for ACA/21-OH antibodies, negative for anti TPO antibodies but positive anti TG antibodies
along with normal TSH assessment. Karyotype showed 46,XX constitution. FMR1 screening was
normal. The patient was enrolled in oocyte donation program after failed attempt of IVF with
insufficient response during ovarian stimulation. During this assisted reproductive management,
spontaneous pregnancies occurred at 29 years old (miscarriage) and 9 months later (termination of
pregnancy due to a de novo fetal 6.85 Mb 8p12p11.23 deletion). A successful pregnancy was finally
obtained via oocyte donation. There was no cause of male infertility in her partner. Familial history

was unremarkable regarding infertility.

Whole-exome sequencing

Exome capture was performed using the SureSelect Human All Exon V7 kit (Agilent Technologies Inc,
Santa Clara, CA, USA) and sequenced on a NextSeq500 instrument (lllumina, San Diego, CA, USA). WES
data were processed using C-GeVarA pipeline (Constitutional Genetic Variant Analysis, Bioinformatics
Department, Rennes University Hospital) and deposited into SegR for analysis
(https://seqr.broadinstitute.org/). We performed two phases of analysis — the first focused on gene
priority and the second focused on variant priority as previously described [12]. For gene-centric
analysis, we considered the potential pathogenicity of all rare (<0.01 minor allele frequency MAF)
coding variants within candidate genes (list available on demand). For variant-centric analysis, we
considered the potential pathogenicity of all “high priority” variants in any gene, or “moderate priority”
recessive-type variants in any gene. High priority variants include variants affecting essential splice
sites, introducing frameshifts or premature stop codons, whereas moderate priority variants include
missense variants and in frame codon deletions. Variant pathogenicity was predicted in silico using

VarSome (https://varsome.com) which gives an overall view on prediction scores including Mutation

Taster, Polyphen-2, SIFT, PROVEAN, REVEL, and CADD for example. The conservation of affected
residues was assessed by Multiz Alignments of 100 vertebrates (UCSC Genome Browser

https://genome.ucsc.edu/). MAF and tolerance of the gene to missense and/or loss-of-function

variation were evaluated with gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/) which give insight on

measures of mutational constraint, LOEUF (“loss-of-function observed/expected upper bound
fraction”) and pLl (“probability of being loss-of-function intolerance). Variants of interest were
confirmed by targeted sequencing with the Sanger method and are described according to the

hg19/GRCh37 version of the genome.
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Functional studies

- Cloning
The pegRNA and sgRNA encoded oligonucleotides were respectively integrated into pU6-pegRNA-GG-

acceptor backbone (Addgene plasmid #132777) and BPK1520 backbone (Addgene plasmid #65777) by
golden gate assembly method which was previously described [13][14]. Guide RNA sequences for PE3
(pegRNA and sgRNA) are listed in Table S1 (Supplementary Information). Plasmids were transformed
into NEB® Stable competent E. coli C3040H (New England Biolabs, Evry, France) by following
manufacturers’ recommendations. Bacteria were seeded onto ampicillin (1002g/mL) LB agar plates
and incubated overnight at 37°C. Isolated colonies were then amplified overnight at 37°C with LB
growth medium and ampicillin (1002g/mL) under constant agitation. Plasmid DNA was purified with
NucleoBond Xtra Maxi kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France) according to manufacturers’ instructions.
Constructs were verified by Sanger sequencing. The pegRNA and sgRNA encoded plasmids used in this

study are available on demand (#132777_AMH_pegRNA_A2; 65777_AMH_sgRNA_A28).

- Cell culture
HEK293T cell line (obtained from ATCC) was maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM, Gibco, Villebon-sur-Yvette, France) complemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco,
Villebon-sur-Yvette, France), 1% glutamin (Lonza, Basel, Switzerland) and 1% penicillin-streptomicin
(Sigma, St. Quentin Fallavier, France) in a humidified incubator (37°C, 5% CO2). Cells were negative for

mycoplasma (PlasmoTest Mycoplasma Detection Kit, Invivogen, Toulouse, France).

- Transfection
Approximately 110 000 HEK293T cells were seeded in 48 well plates. One day later, when confluency

was about 60-70%, cells were transfected (lipofectamine 2000, Invitrogen, Villebon-sur-Yvette, France)
with pCMV-PE2-P2A-GFP plasmid (Addgene plasmid #132776), pegRNA-encoded plasmid (Addgene
plasmid #132777) and with sgRNA-encoded plasmid (Addgene plasmid #65777) according to PE3
method [13]. Medium was removed 5-6 hours after transfection. Approximately 48h after, transfection
efficiency was evaluated under fluorescent microscope (InvitrogenTM EvosTM, Thermoscientific,
Villebon-sur-Yvette, France) and GFP positives cells were sorted by FACS (FACSAria FUSION, Becton
Dickinson) before single-cell seeding (limit dilution in 96 well plates, 1 cell/well). Between 2 and 3
weeks after limit dilution, HEK293T pure clones were amplified in 24 well plates. To identify edited

cells, clones were screened by Sanger sequencing as described hereafter.

- DNA Extraction
DNA extraction was performed on confluent wells of P24 plates by adding 180Gl of lysis buffer (10 mM

Tris-HCl, pH 7.5, 0.05% SDS) freshly complemented with proteinase K (25 [Big/BL). Lysates were

incubated 1h30 at 37°C (digestion) followed by 30 min at 80°C (proteinase K inactivation) [13].
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- PCR and Sanger sequencing
PCR were performed from 1uL of DNA lysate using the Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase kit

(Thermo Scientific, Villebon-sur-Yvette, France) in the presence of 0.25uM of AMH forward primer (5'-
GGCAGAGGAGATAGGGGTCT-3’) and 0.25uM of AMH reverse primer (5’-CCAGTCCAAGTCTTCTCGGA-
3’). The thermocycling program was: 98°C for 30 sec (initial denaturation), followed by 35
temperatures cycles with 98°C for 10 sec (denaturation), 60°C for 15 sec (primer annealing) and 72°C
for 30 sec (elongation), ended by 72°C for 5 min (final elongation step). A volume of 1uL of PCR
amplified DNA was then elongated by sanger sequencing using BigDye v3.1 Terminators (Applied
Biosystems, Villebon-sur-Yvette, France) following the manufacturers’ protocols. We use the same
thermal cycler with a different program: 5 minutes at 96° (denaturation) then 30 temperature cycles
with 1 minute at 96°C (denaturation), 1 minute at 60°C (primer hybridization) and finally 2 minutes at
62°C (elongation). Sequences were purified with sephadex G50 (GE Healthcare, Vélizy-Villacoublay,

France) and migrated on 3130 XL 16 capillaries (Applied Biosystem, Villebon-sur-Yvette, France).

- Western-blot experiments
Protein was extracted with RIPA lysis buffer (Pierce, ThermoScientific, Villebon-sur-Yvette, France)

supplemented with phosphatase and protease inhibitor (Pierce, ThermoScientific, Villebon-sur-Yvette,
France). Protein concentration was assayed by standard colorimetric method (BCA Protein Assay kit,
Pierce, ThermoScientific, Villebon-sur-Yvette, France) and absorbance was measured at 562nm on a
spark microplate reader (TECAN). For western blot, 14ug of protein was denatured 10min at 70°C in
the presence of lithium dodecyl sulfate (NuUPAGE, ThermoScientific, Villebon-sur-Yvette, France) and
reducing agent (NUPAGE). Reduced samples were loaded on 4 to 12% Bis-Tris Gel (NUPAGE). After
migration (1h30, 200V, 400mA), samples were transferred on a nitrocellulose membrane with iBlot gel
transfer device (Invitrogen, ThermoScientific, Villebon-sur-Yvette, France). Then, the membrane was
incubated for 1 hour at room temperature with blocking solution (TBS-Tween 0,1% ; 5% Bovine Serum
Albumin, Eurobio, Les Ulis, France). After blocking, primary and secondary antibodies were incubated
respectively overnight at 4 degrees and/or 1 hour at room temperature. Antibodies used in this study
are the following: AMH primary mouse monoclonal mouse antibody, specific against AMHN (AMH-
39/48, Ansh Labs, LLC, Webster, TX, USA, 1:2500) [7], anti-mouse secondary antibody (Cell signalling,
Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France, ref. #7076, 1:2000) and anti HRP-linked mouse beta-Actin
antibody (Cell signalling, Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France, ref. #12262, 1:1000). Antibody-
protein complexes were revealed by chemiluminescence method with amersham ECL select substrate
(Cytiva, Brumath, France) and signals were detected under luminescent image analyser (ImageQuant

LAS 4000).
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RESULTS

WES identified homozygous missense variant in the AMH gene

Variant filtration revealed a homozygous candidate variant in the AMH gene
(NC_000019.9:8.2249366T>G, NM_000479.5(AMH):c.35T>G, NP_000470.2:p.(Val12Gly),
rs149082963) (Supplementary Information Figure S1). This variant is rare in the general population
(MAF=0.001422) and in individuals of European background (MAF=0.002613) according to gnomAD
v2.1.1, and has never been reported in homozygous state in XX individuals, although is found in
homozygous state in one XY individual. This variant leads to the substitution of a valine to glycine in
the signal peptide of the AMH preproprotein and is not likely to impact secondary protein structure as
these residues share similar properties. This substitution occurs at a position where amino acids with
similar properties to valine are tolerated across species. In silico analyses are inconsistent in their
predictions as to whether or not the variant is damaging to the protein structure/function. This variant

in classified as VUS in Clinvar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) and LOVD

(https://databases.lovd.nl/shared/variants/AMH/unique), and is considered disease-causing in HGMD

Pro 2021.4 (https://my.qgiagendigitalinsights.com/bbp/view/hgmd/pro/all.php). We interpret this as a

variant of uncertain significance (VUS) (class 3) according to the American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) [15].

To confirm the homozygous state and to exclude a microdeletion on the first exon of AMH gene, an
array-CGH enriched with probes targeting 130 POI genes was performed (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) (Supplementary Information Figure S2). This array contains 8 probes for the AMH gene,
including a probe covering the first exon (probe A 16 P34383951: 2,249,329-2,49,373 on chr19
(hg19/GRCh37)). This result confirmed the homozygous state of the variant identified by exome
sequencing and confirmed by Sanger sequencing. Parental studies have not been achieved due to lack

of parental DNA.

The homozygous p.(Val12Gly) variant is associated with a reduction of AMH level

First, to visualize the VUS position in the AMH preproprotein, we performed structure prediction via
the AlphaFold tool, a novel machine learning approach based on physical and biological knowledge
about protein structure [16]. The Valine 12 is located in the signal peptide of the AMH preproprotein
(Figure 1A). After cleavage of the first 24-amino acids (the signal peptide), the proAMH (AMH 25-560)
undergoes further maturation steps by cleavage as recently demonstrated [7].

To elucidate the role of this VUS, functional studies were performed using gene editing workflow to
generate a homozygous AMH V12G cell model. To select the best cell model, we firstly evaluated the
AMH mRNA expression levels in the publicly available data of single cell RNA-seq data
(https://www.proteinatlas.org). As expected, AMH mRNA is almost exclusively expressed in GCs

(Figure 1B). Since the primary culture of GCs is difficult and requires ovarian or follicular samples
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followed by GC purification, we analyzed the AMH expression levels in available cell lines. Cell lines
such as HEK293T, K562 and Hela are usually used for gene editing experiments in order to elucidate
VUS function [17]. Based on AMH mRNA levels, we selected the HEK293T cell line to introduce the VUS
(Figure 1C). As the predictions need to be functionally validated in cellulo, we developed a workflow
to introduce the VUS into the DNA of HEK293T cells by gene editing (Figure 2). We selected the Prime
Editing (PE) approach because it requires a single strand break in contrast to the previous CRISPR
approach based on a double strand break (Cas9). Thus, the PE Cas9 (Cas9 H840A, nickase) has been
shown to generate less off-target edits than wild-type Cas9 (associated with a donor oligonucleotide
for DNA repair) [13]. Moreover, the base editor (ABE and CBE) are not able to create this point
mutation despite their high gene editing efficiency [18]. We designed the PE guide RNA (pegRNA) using
the Prime design tool (https://github.com/pinellolab/PrimeDesign) [19] (Figures 2A-B) to target exon
1 of the AMH gene and introduce a C instead of A. In the extension part of the pegRNA, we inserted
the C mutation (RT template, Figure 2B). This sequence is introduced into the AMH gene by the reverse
transcriptase fused to Cas9 nickase. To increase the gene editing efficiency, we cotransfected a sgRNA
promoting a single strand break on the edited (nick-to-pegRNA distance +28). To maximize our chance
to obtain a homozygous NC_000019.9:2.2249366T>G clone, we sorted the transfected cells two days
after transfection (pegRNA, sgRNA and Cas9 nickase fused to RT). The Cas9-RT plasmid also encoded
the GFP protein, allowing this cell sorting (GFP positive cells) (Figure 2C). A clonal selection was next
performed from the GFP positive cells. The edit has been confirmed by DNA sequencing (Sanger)
(Figure 2D), and the expression level of the preproAMH determined by western-blot. We used the
latest antibody raised against the N-terminal of preproAMH, recently validated in patient samples [7].
As expected, a ~65kDa band (corresponding to the preproAMH) was detected in wild-type and
mutated HEK293T cells (Figure 2E and (Supplementary Information Figure S3). Interestingly,
preproAMH expression level was higher in mutated clones, suggesting a decrease of the pre-proA-MH
proteolytic maturation. The deleterious effect of p.(Val12Gly) (Figure 2F) is in accordance to the low

level of circulating AMH form detected in the blood of the patient. blood of the patient.
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Figure 1: AMH mRNA expression and p.(Val12Gly) variant
A: Predicted 3D structure of preproAMH (alias Muellerian-inhibiting factor, UniProt : P03971, Gene:
AMH) using AlphaFold [16], (https://alphafold.ebi.ac.uk). The Valine 12 is located in the signal peptide

of the AMH preproprotein. B: AMH mRNA expression levels have been obtained from single cell RNA
sequencing data available on www.proteinatlas.org. nTPM for normalized Transcripts Per Kilobase
Million. The chart shows higher expression in granulosa cells (GCs). C: AMH mRNA expression levels

in a set of commercially cell lines. Data have been obtained from www.proteinatlas.org. nNTPM for

normalized Transcripts Per Kilobase Million. Cells lines have been ordered based on AMH levels. The
chart shows higher expression in HEK293T cell line.
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Figure 2: AMH mRNA expression and p.(Val12Gly) variant

A: Workflow to generate p.(Val12Gly) mutated clone from HEK293T cells using Prime Editing.B:
Scheme illustrating the Prime Editing strategy (pegRNA) and targeted sequences. The pegRNA was
designed to target exon 1 of the AMH gene and introduce a C instead of A. Cas9n : Cas9 nickase, PBS :
Primer binding site, RT template : Reverse transcriptase template, PAM : Protospacer adjacent motif.C:
Scatter plots showing the selection of GFP positive cells after transfection. Viable cells have been
identified as population 1 (P1). Next, the doublets have been excluded and we only selected the
population 2 (P2) to sort the GFP positive cells (channel FITC).

D: Sanger sequencing illustrations for wild-type (upper arrow) and p.(Val12Gly) AMH clones (lower
arrow showing a homozygous mutation). E: PreproAMH detection by western-blot experiments. Beta-
actin has been used as loading control. Western-blot (upper image) is representative of two
experiments. Quantification (lower image) has been performed according to two biological replicates.
F: Hypothetical Scheme resuming the p.(Val12Gly) deleterious effect for this woman. The negative
feedback produced by AMH release is lower due to the lack of secretion of AMH and the low level of

circulating AMH form in the blood of the patient.
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NC_000019.9 NM_000479.5 NP_000470.3 Phenotype ACMG Status Functional validation Reference
GRCh37
g.2249171C>G c.-161C>G PCOS VUS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2019
8.2249263C>G c.-69C>G PCOS VUS/LB | Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2019
8.2249272C>T c.-60C>T PCOS VUS/LB | Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2019
8.2249366T>G c.35T>G p.(Val12Gly) PMDS Vus Het cp No Imbeaud et al., 1994
PMDS LP Hom No Mazen et al., 2011
PCOS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
X-linked hypospadias Het No Hughes et al., 2019
DOR Hom Maturation process Present case
alteration
8.2249401G>A c.70G>A p.(Ala24Thr) PCOS VUS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
8.2249467C>G c.136C>G p.(Pro46Ala) PCOS VUS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
8.2249477G>T c.146G>T p.(Ser49lle) Disease association Het Reduced AMH activity Kevenaar et al., 2008
(PCOS severity)
8.2249603G>A c.272G>A p.(Arg91His) PCOS VUS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
8.2249626A>T C.295A>T p.(Thr99Ser) HH (male) VUS Het Reduced AMH secretion Malone et al., 2019
PCOS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
8.2250374C>T c.451C>T p.(Pro151Ser) KS (male) Vus Het Reduced AMH secretion Malone et al., 2019
PCOS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
PMDS Het No Picard et al., 2017
g.2250389G>A C.466G>A p.(Alal56Thr) PCOS VUS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
8.2250476C>G ¢.553C>G p.(GIn185Glu) PMDS VUS Hom No Imbeaud et al., 1994
PCOS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
£.2250480T>C €.555+2T>C p.? PCOS LP Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
g.2250676G>A c.581G>A p.(Arg194His) PCOS VUS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
g.2250897C>A c.714C>A p.(Asp238Glu) KS (female) VUS Het Decreased AMH released Malone et al., 2019
8.2250973G>C €.790G>C p.(Gly264Arg) POI VUS Het Reduced AMH activity Alvaro Mercadal et al., 2015
g.2250991C>T c.808C>T p.(Pro270Ser) PCOS VUS/LB | Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
8.2251137C>G c.864C>G p.(Asp288Glu) POI Vvus Het Reduced AMH secretion Alvaro Mercadal et al., 2015
PCOS + Control Het Similar signaling to WT Gorsic et al., 2017
8.2251178G>A c.905G>A p.(Arg302GIn) PMDS Vus Het cp No Hughes et al., 2019
PMDS Het No Picard et al., 2017
PCOS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
g.2251327C>T ¢.1054C>T p.(Pro352Ser) PCOS VUS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
g.2251358C>T c.1084C>T p.(Pro362Ser) PCOS VUS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
g.2251370C>T ¢.1097C>T p.(Pro366Leu) PCOS VUS/LB | Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
g.2251388C>T c.1115C>T p.(Ala372Val) PCOS VUS Het Normal AMH signaling Gorsic et al., 2017
g.2251427C>T c.1154C>T p.(Ala385Val) PCOS VUS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
8.2251604G>A c.1331G>A p.(Arg444His) POI VUS Het Reduced AMH activity Alvaro Mercadal et al., 2015
£.2251666C>T c.1393C>T p.(Arg465Cys) POI VUS/LP | Het? No Clinvar
8.2251791C>G c.1518C>G p.(His506GIn) PMDS Vus Het cp No Imbeaud et al., 1996
PMDS Het cp No Eggers et al., 2016
PCOS Het Reduced AMH signaling Gorsic et al., 2017
£.2251829C>T c.1556C>T p.(Ala519Val) PMDS VUS Het No Hughes et al., 2019
Control Similar signaling to WT Gorsic et al., 2017

Table 1: Variants of interest reported in ClinVar, LOVD, HGMD Pro, and in the

literature in women (hg19/GRCh37)
PCOS: polycystic ovarian syndrome
PMDS: persistent Miillerian duct syndrome
HH: hypogonadotropic hypogonadism

HS: Kallman syndrome

POI: premature ovarian insufficiency

DOR: diminished ovarian reserve

VUS: variant of uncertain significance

LB: likely benign

LP: likely pathogenic

Het: heterozygous

Het cp: compound heterozygous

Hom: homozygous

AMH: anti-Mullerian hormone

WT: wild type
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DISCUSSION

In women, AMH is expressed by GCs of growing follicles prior to FSH-dependent selection. The protein
is involved in the preservation of the primordial follicles stock in women via a negative feedback loop,
and inhibits the recruitment and growth of follicles by restricting growth factors and the effect of
gonadotropins. The lack of AMH results in a faster depletion of the follicular pool in the ovaries, leading

therefore to a diminished ovarian reserve [20].

AMH variants in reproductive conditions

More than 100 genetic alterations of the AMH gene have been reported to date in male and female
patients with variability regarding the status (homozygous, compound heterozygous or heterozygous),
the associated phenotype (persistent Miillerian duct syndrome (PMDS) as the most frequent,
hypogonadotropic hypogonadism, polycystic ovarian syndrome (PCOS), and POIl), their classification,
and their functional validation. In XY patients with PMDS, a recessive autosomal condition, all types of
variants are reported (missense, nonsense, splice, deletions, insertions) [21]. On the contrary, in
women, AMH variants have been reported in a heterozygous state with a majority of missense variants
(Table 1). It has been proposed that heterozygous variants can have a deleterious effect on
dimerization of TGF-B family proteins. Three rare missense variants have been associated to POl with
secondary amenorrhea, with one of these inherited from a mother also presenting with POI [10].
Functional studies identified normal production and secretion but impaired function for two of them
(p.Gly264Arg, p.Argd444His), and diminished secretion with residual activity for the third one
(p.Asp288Glu). The secondary amenorrhea can be explained by the fact that the ovaries can
accomplish their function but during a shorter duration [10]. The p.(Arg465Cys) associated with POl in
ClinVar is considered likely pathogenic although no functional evidence is provided. Here, we described
the first woman carrying the homozygous mutation p.(Val12Gly) in the AMH gene associated with DOR
detected through primary infertility assessment and low AMH identification. AMH heterozygous
variants have also been reported in PCOS, including the p.(Val12Gly) observed in 6 patients in a cohort
of 80 PCOS women [22]. The majority of the reported variants for this condition are in the prodomain
region of AMH. They are likely to have an effect on mature protein processing and/or bioactivity as the
prodomain, which remains noncovalently associated with the mature domain, influences the activity
of the latter. It has been suggested that AMH heterozygous variants have a dominant-negative effect
forming heterodimers with wild-type AMH, with only 25% of wild-type AMH dimers having signaling
capability in vitro [22]. Impaired AMH could contribute to PCOS phenotype notably through the loss of
target gene CYP17 inhibition [23]. Finally, a heterozygous variant has been reported in a woman with
Kallmann syndrome inherited from her affected father, impacting AMH signaling which is believed to
regulate migration of GnRH neurons toward the brain [24]. These data broaden the spectrum of

pathologic conditions that could be linked with AMH variants.
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Insight on the p.(Vall2gly) variant

p.(Val12Gly) is rare for the individuals of European background population and it has never been found
at homozygous state in XX individuals, suggesting that it might be deleterious with an impact on
fertility. Interestingly, gnomAD reports one homozygous XY individual bearing this variant, suggesting
it could be a mild variant with a residual activity sufficient for male development. Nevertheless, it has
also been reported in a homozygous state in XY Egyptian patients with PMDS, suggesting a deleterious
role of this variant, due to the impact on a region crucial for translocation of secreted proteins [25].
The p.(Val12Gly) has also been reported in an affected XY individual with PMDS, who was compound
heterozygous for this variant and another AMH variant [26] and in a male with X-linked hypospadias
bearing a MAMLDL1 likely pathogenic variant [27]. To discern a deleterious impact of this variant, we
created it using the cutting-edge approach of gene editing. Thus, we avoided the classical
overexpression of a cDNA containing the genetic alteration, broadly used for functional studies. Here,
using gene editing, we maintained an endogenous expression level of preproAMH, in contrast to levels
reached after plasmid transfection. This is a critical point because we evaluated an alteration of the
preproAMH maturation and/or the intracellular route. An overexpression of this protein obtained by
plasmid transfection might alter these processes and our conclusions. We thus observed an
intracellular accumulation of the preproAMH when compared to the normal cells (expressing the wild-
type preproAMH). This result suggest that the p.(Val12Gly) variant might alter the preproAMH
proteolytic maturation and/or the intracellular route of this peptide. This result is consistent with the
position of the variant (located into the signal peptide required for the intracellular route of the
preprohormone) [7]. Moreover, a functional study based on overexpression of plasmid encoding
NP_000470.2:p.(Val12Gly) demonstrated that this AMH variant is less efficient than AMH wild-type
protein to transactivate the TGFBR2 receptor (decrease of ~35% of luciferase activity) [22], although
the reason for this altered expression is not explored. Our data suggest that the preproAMH
maturation process is altered, likely reducing both the release of active AMH dimers and the negative
feedback of AMH on the primordial follicles. Accordingly, we observed a decrease of circulating AMH

peptide for this patient.

Limit of the study

We obtained a homozygous clone for p.(Val12Gly) in the HEK293T cells using PE. Although this cell line
expresses the highest level of AMH mRNA among the panel of cell lines (Figure 1B), the expression
remains low when compared to GC. Unfortunately, it was not possible to collect GCs from this DOR
patient due to low response to ovarian stimulation. In addition, we used the most validated antibody

targeting the N-terminal part of the preproAMH ((AMH-39/48), Ansh Labs, LLC, Webster, TX, USA) [7].
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CONCLUSION

We report the first homozygous AMH variant associated with DOR. Functional validation has been
performed using a gene editing approach in order to strengthen the role of this variant in the
occurrence of this condition. Our data suggest that the homozygous p.(Val12Gly) variant is associated

with an intracellular accumulation of the preproAMH and a reduction of AMH level.
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Figure S1: Exome sequencing and Sanger sequencing results

A: Integrative Genomics Viewer of the homozygous AMH variant

B: Sanger validation of the AMH homozygous variant. Upper: patient; Lower: control
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Figure S2: Array-CGH custom Agilent Human Genome CGH microarray 180K
A: patient’s array profile on AMH enriched gene (custom array)
B: control profile on AMH non-enriched gene (commercial array)
Oligonucleotide array-CGH was performed using a custom Agilent Human Genome CGH microarray
180K (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). This microarray is constituted of 180 000 60-mer
oligonucleotide probes that span both coding and non-coding regions, and is enriched in 130 genes
involved in POI or in ovarian function (list available on demand). Coverage of the human genome is
made with a median probe spacing of 13 kb on the backbone and offer a resolution of 3 kb for genes <
10 kb in size, 6 kb for 10-30 kb genes, and 30-50 kb for genes > 30 kb in size. For AMH (3 kb), 8 probes
ensure covering of the gene whereas no probe is located on this gene on the non-custom 180K array.
The experiments were performed according to version 8.0 (December 2019) of the protocol provided by
Agilent (Oligonucleotide Array-Based CGH for Genomic DNA Analysis - Enzymatic Labelling for kb
Blood, Cells, or Tissues). Reference genomic DNA (gDNA) was the female one provided by Agilent. A

graphical overview and analysis of the data were obtained by using the Agilent CytoGenomics software
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version 5.2.1.4. Identification of probes with a significant gain or loss was based on the log2 ratio plot

deviation from 0 with cut-off values of 0.5 to 1 and -0.5 to -1 respectively. Black dots represent probes

with normal ratio.

185kDa
115kDa
85 kDa
Prepro-AMH 65 kDa
HEK293T
HEK293T  AMH p.(Val12Gly)
50 kDa wr
clone
E?
30kDa
Anti-AMH antibody Anti-actin antibody
i :U d t blot
Figure S3: Uncropped western blots
Uncropped pictures of western blot experiments.
| peghNA WTbost i spacer sequence 5> Scafold sequence 5> Extension sequence -5 3
132777_AMH_pegRNA_A2 | #132777 pU6-pegRNA-GG-acceptor GGACCTGCCTCTCACCAGCC | GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGC | AGACAGCcCTAGGGCCAGGCTGGTGAGAGGCAGG
nick gRNA wrﬂ::: :I:T;nld: ‘sgRNA sequence 5'--> 3' |
65777 AMH_sgRNA A28 | 65777 BPK1S20 CAGTCCCCAGCAGAGCCCC |

Table S1: pegRNA and sgRNA sequences
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CONCLUSION DE L’ARTICLE

La caractérisation des VSI identifiés par les laboratoires de génétique médicale est
indispensable pour assurer au patient une prise en charge adéquate. Les outils
d’édition du génome permettent dorénavant de faciliter cette étape. Grace a la
technologie prime editing, le variant génétique AMH p.(Val12Gly) a été installé dans le
modéle cellulaire HEK293T. L'accumulation de la forme non mature de 'AMH dans les
cellules HEK293T pourrait probablement expliquer le phénotype de la patiente

(diminution prématurée de la réserve ovarienne).

Des expériences complémentaires sont encore nécessaires pour conclure sur la
pathogénicité de ce variant génétique. Premiérement, une quantification précise des
différents isoformes post-traductionnels de I'AMH pourrait étre réalisée par
spectrométrie de masse ou test AlphaLISA. Deuxiémement, un autre modele cellulaire
aurait été plus relevant (ex : cellules a granulosa). S’agissant de notre toute premiére
expérience PE, nous avons préféré tester dans un premier temps nos guides dans les
cellules HEK293T. Comme le variant est localisé dans la région du peptide signal de
I’AMH, notre hypothese est que I'adressage de la protéine au réticulum endoplasmique
est altéré. La localisation subcellulaire de ’AMH, son niveau de sécrétion et son activité

seront prochainement investigués par le laboratoire.
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RESULTAT 3

Evaluation fonctionnelle d’un variant hétérozygote du géne PBX1

identifié chez un feetus avec anomalies du développement sexuel

AVANT PROPOS

Ce projet a été réalisé dans le cadre de la mise en place de I'activité EPIQUE dans le
laboratoire de cytogénétique et biologie cellulaire du CHU de Rennes, dirigé par le Pr
Marc-Antoine Belaud-Rotureau. L’article a été publié le 17 janvier 2023 dans la revue
Genes.

INTRODUCTION DE L’ARTICLE

Le Dr Laura Mary, médecin généticien au sein du laboratoire de cytogénétique et
biologie cellulaire du CHU de Rennes, s’intéresse aux causes geéneétiques des
anomalies du développement sexuel. Une cohorte prospective constituée de 10
patients du CHU de Rennes a été envoyée a la société IntegraGen pour un
séquengage d’exome en trio. Dans cette cohorte, un variant génétique apparut de
novo dans le gene PBX1 a été identifié chez un patient. PBX1 est un facteur de
transcription ubiquitaire essentiel pour le développement embryonnaire. Des
altérations dans ce géne ont déja été rapportées chez d’autres patients souffrants
d’anomalies de développement rénaux. Son rdle dans I'établissement de la gonade
bipotentielle chez la souris a déja été mentionné. Ces arguments laissent supposer
que ce variant pourrait étre impliqué dans le phénotype du patient. Afin d’évaluer sa
fonction, PBX1 a préalablement été inactivé dans le modeéle cellulaire HEK293T, puis
un plasmide surexprimant la version mutée du géne a été transfecté dans les cellules.
Les résultats obtenus suggérent un impact du variant sur I'épissage des genes cibles,
mais des études fonctionnelles complémentaires sont nécessaires pour consolider

cette observation.

CONTRIBUTION

Dans cette étude, jai congu les ARN guides et jai mis au point I'ensemble des
protocoles permettant d’inactiver le géne PBX7. Les données expérimentales
suggeérent que l'inactivation de toutes les copies du géne est délétére pour les cellules.
Nous avons seulement obtenu une inactivation partielle du géne (knockdown). J'ai
formé le Dr. Laura Mary (médecin généticien) a la culture cellulaire, qui a mené les

expériences dans le cadre de I'obtention de sa thése d’université.
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Abstract: Sexual development is a complex process relying on numerous genes. Disruptions in some
of these genes are known to cause differences of sexual development (DSDs). Advances in genome
sequencing allowed the discovery of new genes implicated in sexual development, such as PBX1. We
present here a fetus with a new PBX1 NM_002585.3: ¢.320G>A,p.(Arg107Gln) variant, presenting
with severe DSD along with renal and lung malformations. Using CRISPR-Cas9 gene editing on
HEK293T cells, we generated a KD cell line for PBX1. The KD cell line showed reduced proliferation
and adhesion properties compared with HEK293T cells. HEK293T and KD cells were then transfected
plasmids coding either PBX1 WT or PBX1-320G>A (mutant). WT or mutant PBX1 overexpression
rescued cell proliferation in both cell lines. RN A-seq analyses showed less than 30 differentially
expressed genes, in ectopic mutant-PBX1-expressing cells compared with WT-PBX1. Among them,
U2AF1, encoding a splicing factor subunit, is an interesting candidate. Overall, mutant PBX1 seems
to have modest effects compared with WT PBX1 in our model. However, the recurrence of PBX1
Arg107 substitution in patients with closely related phenotypes calls for its impact in human diseases.
Further functional studies are needed to explore its effects on cellular metabolism.

Keywords: DSD; sexual development; genome editing; RNA-seq; CRISPR-Cas9

1. Introduction

The differences of sexual development (DSDs) are congenital variations characterised
by a discrepancy between chromosomal, gonadal, and genital sex development. DSDs
are classified in three categories according to the Chicago consensus [1]: sex chromosome
DSDs, 46,XY DSDs, and 46,XX DSDs. In 46,XY DSDs, gonadal dysgenesis represents
1:10,000 births [2] and are characterised by disorders of testis formation and maintenance.
The establishment of the bipotential gonad and its determination toward testis rely on
complex signaling pathways. Briefly, the switch from a bipotential gonad to a testis
relies on SRY, and its effector, SOX9. NR5A1, WT1, and GATA4 also directly participate
in SRY activation [3]. Other genes such as DHH, DMRT1, or DAX1, and more recently
DHX37 and PPP2R3C, also play a role in activating pathways leading to testis formation
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or repressing pro-ovarian signals [4,5]. Both copy number variants (CNVs) and a single
nucleotidic variant (SNVs) have been found to impact these genes or their regulatory
elements in patients presenting with isolated or syndromic 46,XY complete or partial
gonadal dysgenesis. However, despite growing advances in deciphering the complexity
of sex development, almost half of DSD patients does not have a molecular diagnosis [6].
Routine exome or genome sequencing (WES/WGS) combined with functional studies will
help in highlighting new causes of DSDs. Focusing on syndromic DSDs may lead to the
discovery of new ubiquitous pathways implicated in sexual development.

In this context, PBX1 appears as a new gene implicated in syndromic DSDs. PBX1
encodes a homeodomain transcription factor (TF), a protein of the TALE (three amino acid
loop extension) TFs family. Its structure is composed of two domains (PBC-A and PBC-B)
for dimerization with partner proteins (other TFs, from the TALE family as PKNOX or
MEIS proteins, but also various other partners, such as HOX proteins, for example, [7]), and
a homeodomain devoid to DNA binding. PBX1 needs heterodimerization with its partners
to change conformation and to migrate to the nucleus. First described in rare forms of
acute leukemia through the formation of a fusion transcript with E2A, PBX1 proved to
be a protein implicated in various forms of cancer but also as a key factor of embryonic
development [8]. Recently, PBX1 deletions or SNVs have been implicated in the syndromic
congenital anomalies of the kidneys and urinary tract (CAKUTHED), accompanied with
various other developmental anomalies [9,10].

Until recently, PBX1 variants were only reported in CAKUTHED patients. Interest-
ingly, some patients (especially 46,XY individuals with PBX1 missense mutations) presented
with DSDs ranging from cryptorchidism and a micropenis to complete sex reversal, a phe-
notype that is not fully recalled by murine PBX1-KO models [7]. The role of PBX1 in sexual
development is not yet fully understood. In mice, Pbx1 KO affects gonadal development in
both sexes, due to impaired cell proliferation, and XY mice are sex reversed [11,12]. Pbx1
acts downstream of 5f-1 (encoded by Nr5a1) in mouse gonads, but the link between these
two proteins remains elusive. Moreover, Pbx1-KO animals present with Miillerian agenesis,
a phenotype that recalls the uterine variations observed in PBX1-mutated patients [7].
Some authors suspected WNT9B, HOXA10, and EMX2 were PBX1 downstream effectors
and were responsible for these Miillerian anomalies observed in patients [13,14].

Two mutation hotspots were reported in PBX1 patients: one between the two dimer-
ization domains (PBC-A and PBC-B) and one in the homeodomain nuclear localization
signal, this late hotspot containing two recurring variants, namely p.(Arg234Pro/GlIn)
and p.(Arg235GIn) (Figure 1). These variants have been explored through functional
studies [15,16]. Both studies demonstrated impaired transactivation and dimerization
properties in cellular models.

We report here the case of a stillborn fetus with a syndromic DSD phenotype carrying
a substitution at PBX1 Arg107 (NM_002585.3: ¢.320G>A, NP_002576.1:p.(Argl107GlIn)). In
this work, we assessed the functional impact of this variant by generating a cellular model
knocked-down (KD) for PBX1 and performing rescue experiments by transfection with
PBX1-WT or PBX1-Arg107GIn coding plasmids.
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Figure 1. Schematic view of PBX1 with previously published variants. Blue arrow represents the
CRISPR-engineered frameshift variant in clone KD2. Isoform: PBX1a - NM_002585.4 - NP_002576.1.
All variants impact all PBX1 isoforms, except p.(Thr88Ile)(absent from NP_001340059). Yellow dotted
boxes: Nuclear Localization Signal (NLS).

2. Patient and Methods
2.1. Editorial Policies and Ethical Considerations

Written informed consent was obtained from the couple. All procedures were in accor-
dance with the ethical standards of the Ethics Committee of Rennes University Hospital
and the French law.

2.2. Patient

The patient was first addressed prenatally at 32 gestation weeks (GW) because of
suspected isolated unilateral right kidney agenesis at ultrasound (US) examination. At
39 GW, US showed oligohydramnios and intrauterine growth retardation (IUGR). C-section
was decided due to fetal arrhythmia. Apparent death was noticed at expulsion and the
child could not be resuscitated. Standardized autopsy procedure was performed, including
skeletal X-rays, macroscopic examinations, and histology analyses.

2.3. Cytogenetic Analyses

Chromosomal microarray (CMA) was performed using the Agilent Human Genome
CGH microarray 180K, with a genome-wide median probe of 13 kb (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). The experiment was performed according to the manufacturer’s
protocol. Patient’s gDNA were obtained from frozen tissues using a Prepito instrument
(PerkinElmer Inc., Turku, Finland), or from cell culture as detailed below (Section 2.6).
A graphic overview and analysis of the data were obtained using Agilent software. The
probes were mapped using the GRCh37 genome version.

FISH analyses were performed on FFPE samples from both gonads using the Vysis
CEP(X)/CEP(Y) commercial probe (Abbott, Abbott Park, IL, USA) targeting chromosomes
Xand Y centromeres, according to the manufacturer’s protocol.

2.4. Exome Sequencing and Bioinformatics Pipeline

Trio exome sequencing was performed at Lyon University Hospital. DNA was ex-
tracted from parental blood samples using the Hamilton automate machine and from

147



Genes 2023,14,273

40f20

frozen fetal tissue using a Prepito instrument (PerkinElmer). Exome DNA library was
prepared with the MedExome preparation kit (Roche). High-throughput sequencing
was performed on a NextSeq500 sequencer (Illumina). The BWA-MEM algorithm v.0.7
(Li & Durbin, 2009) was used to map the reads on the reference genome (GRCh37 /hg19).
The variant calling and variant predictions was performed according to GATK and Free-
Bayes best practices using a local pipeline (Papillyon). Variant prioritization was performed
according to these predictions and information available on OMIM and ClinVar databases.
Databases and in-silico prediction tools aggregators (Varsome, Mobidetails) were used to
assess the pathogenicity of the variants.

2.5. Cell Culture

HEK293T (ATCC, further called “HEK cells” in this manuscript) cells were cultured on
DMEM (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% penicillin-streptomycin.
All cells were maintained at 37 °C in a humidified incubator with 5% CO,.

2.6. Cell DNA Extraction, PCR and Sanger Sequencing

DNA was extracted from frozen cells pellets with the Nucleospin tissue DNA ex-
traction kit (Macherey-Nagel). PCR was performed from 50 ng DNA with the Phusion™
High-Fidelity DNA Polymerase kit (Thermo Scientific). The list of PCR primers is present
in Table S1. Sanger sequencing was performed according to standard protocols after PCR
quality check on agarose gel.

2.7. RNA Extraction, Reverse Transcription and Quantitative PCR

RNA extraction was performed from frozen cells in culture plates or on frozen tissue
samples (spleen, liver) by using the NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel). Patient’s RNA
quality was assessed using a Bioanalyzer 2100, Eukaryote Total RNA Nano chip (Agilent,
Santa Clara, CA, USA). Quantitative PCR (qPCR) was performed after reverse transcription
using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit and the SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), according to the manufacturer’s protocol. The primer sequences
used are available in Supplementary Table S1. Raw data were extracted with QuantStudio
Design and Analysis Software (Applied Biosystems) and 185 was used as a housekeeping
gene for normalization.

2.8. Protein Extraction

Proteins were extracted from HEK cells with RIPA buffer (Thermo Scientific) supple-
mented with protease and phosphatase inhibitor. Protein quantification was performed
with Pierce BCA protein assay kit (Thermo Scientific) and absorbance was measured at
562 nm on a microplate reader.

2.9. Western Blot

Protein samples were loaded in 4 to 12% Bis-Tris Gel (NuPAGE, Invitrogen) after
denaturation and reduction according to the manufacturer’s protocol. Migration was
performed for 1 h30, 200 V, 400 mA. After transfer and incubation with a blocking solution
(1 h, room temperature, TBS-Tween 0.1%; 5% Bovine Serum Albumin), the membrane was
tagged with the primary antibody overnight at 4 °C (rabbit anti-PBX1 antibody, HPA003505-
Sigma-Aldrich, dilution 1/500, mouse anti-HSC70, #7298, Santa Cruz, dilution 1,/2000)
and then 1 h at room temperature with the HRP linked secondary antibody (HRP-linked
anti-rabbit IgG, #7074 Santa Cruz, dilution 1/2000; HRP-linked anti-mouse IgG, #7076 Santa
Cruz, dilution 1/2000). Uncropped Western blots are available in Supplementary Figure S1.

2.10. Methylen Blue Viability Assays

HEK were seeded in 96-well plates (15,000 cells/well). Approximately 24 h after
seeding, cells were used for determining viability threshold for either puromycin treatment,
PBX1 plasmid, or siRNA transfections. For puromycin viability assays, cells were treated
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with increasing puromycin concentrations ranging from 0.1 ng/uL to 16 ng/uL in 100 uL
of medium/well. For plasmid viability assays, cells were transfected with either PBX1a-
WT or PBX1a-320G>A plasmid concentrations ranging from 0.1 ng/uL to 0.5 ng/uL in
a solution of OptiMEM medium (Gibco) and 2% of Lipofectamine 2000 (ThermoFisher
Scientific). For siRNA viability assays, cells were transfected with either control or PBX1
siRNA concentrations ranging from 5 nM to 100 nM in a solution of OptiMEM medium
(Gibco) and 2% of Lipofectamine RNAimax (ThermoFisher Scientific). After 2 days of
treatment, cells were rinsed, fixed in 95% ethanol for 30 min and dried. Methylen blue
was added to the cell pellet for 30 min. The plate was then washed and dried, and the
cell pellets were suspended in HCl. Absorbance was measured with microplate reader at
620 nm.

2.11. siRNA Transfection

HEK were seeded in 6-well plates (500,000 cells/well). Approximately 24 h after
seeding, cells were transfected with 25 nm siRNA CTRL (#230285603, IDT) or siRNA
PBX1 (IDT, sequence available in Table S1) with Lipofectamine RN Aimax (ThermoFisher
Scientific) according to the manufacturer’s instructions.

2.12. Cloning

Single guide RNAs (sgRNA) were designed according to the recommendations of [17],
Table S1. BPK1520 backbone (Addgene plasmid #65777) was used for integration of
sgRNAs DNA sequence by golden gate assembly, as previously described [18]. Plasmids
were transformed into NEB® Stable competent E. coli C3040H (New England BioLabs) by
following the manufacturers’ recommendations. Bacteria were cultured according to [19].
Plasmid DNA was purified with NucleoBond® Xtra Maxi kit (Macherey Nagel). Sanger
sequencing was performed for construct validation.

2.13. CRISPR-KD

HEK were seeded in 6-well plates (500,000 cells/well). General protocol for CRISPR
transfection and selection was described elsewhere [19]. Transfection was performed using
a mix of pSpCas9(BB)-2A-Puro plasmid (PX459#62988, Addgene, gift from F. Zhang, [19]),
plasmid encoding the sgRNA (see “Cloning” section) and a control plasmid encoding GFP
(PMirZIP #25037, Addgene). Three different sgRNA were tested. Transfections with the
empty BPK1520 backbone + PMirZIP +/- pSpCas9(BB)-2A-Puro plasmids were used as
negative controls. Puromycin was used at a concentration of 8uig/mL (determined through
methylene blue viability studies, see above) to select Cas9-puro-transfected cells. Limit
dilution of transfected cells was performed as described by [19]. Wells containing only one
clonal colony after 2-3 weeks of culture were harvested and amplified in 24-well plates.
When confluency was reached, DNA from each clone was extracted for Sanger sequencing
(see above) to determine the clone’s genotype. Clones showing frameshift variations
located at the sgRNA's target sequence (Supplementary Figure S2) were amplified in 6-well
plates in duplicates, and PBX1 synthesis defect were checked through Western blot (see
above). Clones presenting with both frameshift variants and lower PBX1 signals at Western
blot compared to a positive control were used for rescue studies and functional analyses
(proliferation studies, qPCR, RNA-seq).

2.14. Site-Directed Mutagenesis on PBX1 Plasmid

PBX1a-coding plasmid was obtained from Addgene (PBX1a-pCMV1 #21029, Addgene,
gift from Corey Largman) and PBX1a exon 3 sequence was checked by Sanger sequencing.
Site-directed mutagenesis was performed using Agilent Stratagene QuickChange XL kit
(Supplementary Table S1). The reaction product was used to transform XL1-Blue supercom-
petent cells according to the manufacturer’s protocol. Bacteria seeding and amplification,
plasmid extraction, and sequencing were performed as described in the “Cloning” section.
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2.15. Proliferation Studies

HEK cells and CRISPR-KD-modified cells were seeded in 6-well plates (300,000 cells /well)
or in 96-well plates (20,000 cells/well) and transfected with either PMiR-ZIP and PBX1a-
WT or PMiR-ZIP and PBX1a-320G>A plasmid as previously described. Untransfected
cells were used as negative controls. Cell proliferation was studied after 3 days, either
through methylene blue treatment (see above) for 96-well plates (negative controls and
transfected cells), or through Malassez counting chamber after digestion with TrypLE™
Express enzyme (1X) and resuspension in DMEM, for 6-well plates (negative controls only).
Before cell counting on 6-well plates, pictures at x10 and x20 magnification were captured
using an Evos M5000 microscope (Invitrogen).

2.16. RNA-seq

RNA-seq was performed at BGI Tech (Shenzhen, China). RNA was extracted from
WT HEK or KD clone after 3 days of transfection with either PBX1a-WT or PBX1a-320G>A
plasmids. Transcriptome library was performed with the DNB preparation kit (BGI).
High-throughput paired-end sequencing was performed on a DNBSEQ-G400 sequencer
(BGI). The HISAT?2 algorithm [20] was used to map the reads on the reference genome
(GRCh38/hg38). Sequencing data filtering was performed using SOAPnuke algorithm [21].
Bowtie2 [22] and RSEM [23] protocol was then used to align the reads to the reference
genes and quantify gene expression. Differential gene expression was estimated using the
DEGseq method [24] and gene annotation was performed with GO and KEGG enrichment
analyses. Differential alternative splicing and fusion gene analyses were studied using
rMATS statistical model [25] and Ericscript [26], respectively. Significance thresholds for
differentially expressed genes were set as follows: [log2FC| > 1 and False Discovery rate
(FDR) < 0.01 according to Poisson distribution and |1log2FC| > 0 and g-value < 0.05
according to DEGseq2.

3. Results
3.1. Patient

The patient was a deceased neonate presenting with a complex DSD with prominent
genital tubercle, a urethral meatus opening at the base of the genital tubercle, unfused
lateral genital folds without a gonad inside, and an absent vaginal opening. Autopsy found
a small bicornuate and septated uterus connected to the first tier of a rudimentary vagina,
and two pelvic gonads. The right gonad had a testis-like gross appearance. Microscopic
analyses found a testis-like gonad with focal dysplasia, the presence of Leydig cells, and an
epididymis (Figure 2a). The left gonad was an undifferentiated streak gonad accompanied
by both a fallopian tube and an epididymis (Figure 2b). The child also presented with
major lung hypoplasia (lung weight/fetal weight < 0.006 for normal values > 0.012 for
fetuses > 26 GW) that could not be fully explained by late oligohydramnios, and which led
to neonatal death. The autopsy did not confirm the unilateral renal agenesis but highlighted
a misplaced right kidney (pelvic) and a normally placed left kidney. Both renal pelvises
were anteriorly rotated. Both kidneys were hypoplastic, albeit histologically mature. X-rays
highlighted a missing rib pair. Growth and histological examinations were otherwise
normal, showing only non-specific hypoxic lesions.

CMA did not reveal any chromosomal imbalances associated with the phenotype
and found a XY gonosomal sex. FISH on both gonads highlighted only XY cells, dis-
missing a gonadal dysgenesis due to XX/XY mosaicism. Trio exome sequencing revealed
a heterozygous de novo PBXI variant: chrl:g.164761785G>A, NM_002585.3:c.320G>A,
p-(Argl07GlIn). The variant was predicted to be pathogenic by most of the in silico tools
used. The nucleotide position was strongly conserved and variants in this region are
not reported in general population databases. No other pathogenic or likely pathogenic
variants in mendeliome genes were found.
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Figure 2. Gonadal phenotype of the fetus. Panel (a): right testis-like gonad with small area of
undifferentiated tissue (dashed box, black arrowhead). Panel (b): left streak gonad (dashed box) with
both fallopian tube (black arrowhead) and epididymis (white arrowhead). Magnification shows an
undifferentiated ovarian-like tissue with rare primordial germ cells and absent albuginea.

3.2. Generation of a Cellular Model Knocked-Down (KD) for PBX1, with Impaired Proliferation
and Support Adhesion

Due to the delay between the child’s death and sample collection, no cultured cells
from the patient could be obtained. RNA extractions on multiple frozen tissues (liver,
thymus, spleen) only generated degraded RNA that could not be used for further ex-
plorations (RNA Integrity Number between 1.9 and 2). We used HEK cell line in order
to generate clonal cell lines KO for PBX1 through CRISPR-KD genome editing. Three
single guide RNA (sgRNA_1 to 3) were used in the experiments. After CRISPR edit-
ing, limit dilution, and 2-3 weeks of culture, 32, 27, and 13 clones were obtained for
each sgRNA, respectively. All were amplified and Western Blot (WB) was performed
to determine the edited clones. No complete abolition of PBX1 expression (i.e., KO
clones) was observed (Figure 3a and Supplementary Figure S1). Clones with diminished
PBX1 expression were then Sanger-sequenced at the sgRNA's target sequence to as-
sess their genotype (Figure 3b and Supplementary Figure S2). siRNA against PBX1 was
used to validate the WB results (Figure 3a). One clone (clone KD2) with a clear PBX1-
diminished signal (Figure 3) was retained for further analyses. PCR-sequencing showed
an 8-bp insertion in clone KD2, responsible from a frameshift and a premature stop codon
PBX1(NM_002585.4):c.337_338insGCCGCAAC, (p.Leul13CysfsTer4), suggesting nonsense-
mediated decay (NMD) as a mechanism explaining the KD. Sanger sequencing showed
a residual detection of WT PBX1 exon 3 sequence, suggesting that one of the three PBX1
alleles (HEK293T are pseudo-triploid) was non-edited. This explained the residual PBX1
expression at Western Blot.
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Figure 3. Obtention of a PBX1 KD clone. Panel (a): Western Blot demonstrating the diminution of
both PBX1a (black arrowhead) and PBX1b (white arrowhead) expression PBX1 KD clone (clone KD2).
WT HEK cells transfected with control siRNA (WT + si CTRL) or PBX1 siRNA (WT + si PBX1) served
as negative and positive controls, respectively. WT: non-transfected HEK cells. Panel (b): Sequence
of PBX1 exon 3 in WT HEK cells (HEK WT) and PBX1 KD clone (clone KD2) showing an 8-bp
insertion (dashed box) at the sgRNA'’s target sequence (green box) in KD2. Uncropped Western Blot
is presented in Supplemental Data (Figure S10).

Compared with WT HEK cells, clone KD2 showed significant proliferation impairment
(Figure 4a and Supplementary Figure S3) and grew as colonies instead of growing as a
monolayer (Figure 4d, panel (1)). Clones KD2 detached from the flask bottom as soon as
3 days of culture and before reaching confluency, suggesting cell-cell and cell-support
adhesion anomalies. aCGH results showed a few differential imbalances between clone

KD2 and WT cells (Figure S11).

152



Genes 2023, 14,273

9 0f 20

a.
rornaice 14

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

C.

0D (normakized)

16

14

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

-
-4

m [

WT  Clone

KD2

H8

pvir-ziP IR
PBX1a WT H

HEK WT

b' wr Clone KD2
PBX1a P8X1a
NT PBX1aWT  320G>A NT PBX1aWT  320G>A
e 65kDa | S
50kDa “
o o
iz <
HSC70 ~§§
aee
»
WT Clone W~ Clone WT Clone
KD2 KD2 KD2
H24 H48 H72
d.
Clone KD2
(1)
NT
.
(2)
PBXla
< = a < wr
A z ~ E A
Y] D Q
=] «< © =]
o = o o~
o = > o0
© a g ©
- i
< x
o )
a. a.
3)
Clone KD2 PBXla
320G>A

Figure 4. PBX1 partial LoF impairs cell proliferation, not fully rescued by PBX1a transfection.
(a) PBX1 LoF impairs cell proliferation (Methylen blue test). OD: optical density. H: hours. Bars
represent standard deviations (SD). (b) WB assessing PBX1a overexpression (black arrowhead) in
transfected HEK WT cells (HEK WT) and KD2 clones. White arrowhead: PBX1b. (c) Transfection
with either PBX1a WT or 320G>A plasmids enhances proliferation in WT HEK cells in comparison
with control (PMiR-ZIP, a GFP-encoding plasmid), but not in PBX1 KD cells, after 3 days of culture.
Bars represent SD. (d) PBX1 KD clones are unable to grow as a monolayer and reach confluency, a
phenotype slightly rescued by both WT and mutant PBX1a overexpression. For each quantitative
experiment, 3 biological replicates were realized. Each biological replicate comprised 3 technical
replicates per sample. * = f test between 0.01 and 0.05, ** = f test between 0.001, and 0.01, *** = f test
between 0.0001 and 0.001.
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3.3. Rescue Experiments by Transfection with PBX1a-WT or PBX1a 320G>A Plasmids

Both WT HEK (further called WT HEK) cells and clone KD2 cells were transfected
with a plasmid encoding either WT PBX1a or the PBX1a 320G>A (further named “mutant
PBX1a”) variant of interest.

Transfection efficiency was assessed through WB and both PBX1-coding plasmids led
to PBX1 overexpression in all cell types (Figure 4b and Supplementary Figure S10).

3.3.1. PBX1 Overexpression Enhances Cell Proliferation

Transfection with WT PBX1a plasmid significantly enhanced cell proliferation in WT
HEK compared with a transfection control (Figure 4c). Transfection of mutant PBX1a
also significantly increased cell proliferation compared with control. This proliferation
enhancement through the mutant PBX1a transfection was also significant compared with
WT PBX1a transfection. A similar pattern of proliferation enhancement was also observed
in clone KD2 with both WT and mutant PBX1a plasmids, albeit non-significantly (Figure 4c).

3.3.2. Overexpression of PBX1a Slightly Rescues KD2 Normal Adhesion

Non-transfected KD2 cells show impaired cell—cell and cell-support adhesion capaci-
ties (Figure 4d, panel (1)). Transfection with either WT or mutant PBX1a slightly rescued
the adhesion phenotype of KD2 cells, with larger and thinner clusters of cells (Figure 4d,
panels (2) and (3)). However, early detachment was still observed before confluency. On
the contrary, transfection with WT or mutant PBX1a plasmid in WT HEK cells did not
modify their adhesion phenotype (Figure 4d, panels (2) and (3)).

3.3.3. Targeted RT-qPCR Suggests MEIS] as a Potential Disrupted Gene

RT-qPCR was then performed to explore PBX1 target genes modulations in both cell
types. Target genes (CCND1, MEOX1,FZD2, ZHX2, AR, NFE2L1) were chosen according
to [27,28] and depending on their expression profile in WT HEK cells (based on Human
Protein Atlas data). PBX1 cofactors MEIS1 and PKNOX1 were also studied. For each
cell type, WT PBX1a plasmid transfection was considered as a control condition. PBX1
cofactor MEIS1 was less expressed in WT HEK cells transfected with mutant PBX1a, while
expression was similar in all transfected KD2 cells. Other gene expressions were not
significantly modified (Supplementary Figure 54).

3.4. RNA-seq

To further assess RT-qPCR preliminary results, we performed RNA-seq on WT
HEK and clone KD2 transfected with either WT or mutant PBX1a plasmids. About
44 million 100 bp-long paired-end reads per sample were generated. The average mapping
ratio with reference genome was 96.14%, the average mapping ratio with gene was 78.27%,
16654 mRNA-coding genes were identified.

3.4.1. Both Cell Lines Expressed Multiple PBX1 Transcripts

Focusing first on PBX1 expression, we showed that it was expressed at high levels in
all four samples, albeit slightly significantly less expressed in KD2 cells compared with
WT HEK cells (Supplementary Figure S5). The variation ¢.320G>A was found in all PBX1
transcripts in cells transfected with mutant PBX1a plasmid (Supplementary Figure S7). Both
WT HEK cells and clone KD2 cells expressed a PBX1a transcript. Transcript XM_017001395,
which was close to, but not identical to, PBX1a (use of an alternate exon 9) was also highly
expressed. However, the alternate exon 9 has a sequence closely related to PBX1a exon 9
and XM_017001395 represents a predicted transcript, which was not assessed through
previous functional analyses. Moreover, the alternate exon 9 sequence was absent from
our plasmid. This late exon 9 was poorly covered (<20 reads per sample). Thus, it may
represent falsely aligned PBX1a transcripts. PBX1b transcript (NM_001204961) was slightly
expressed in both cell lines, albeit significantly less in clone KD2. HEK cells produce at least
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four other PBX1 transcripts (Figure 5, Table 1), including a transcript with an alternative
exon 9, which was absent from KD2 cells.
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Figure 5. PBXI1 transcripts in HEK cells and clone KD2. (a) Sashimi plot of PBX1 in HEK
cells + WT PBX1a (1), HEK cells + PBX1a-320G>A (2), clone KD2 + WT PBXla (3), and clone
KD2 + PBX1a-320G>A. Exon junction coverages < 5 are hidden for lisibility. Black arrows represent
exons of PBX1a isoform (NM_002585). (b) Schematic view of PBX1 transcripts. Red triangle repre-
sents the location of the ¢.320G>A mutation. Vertical dotted purple line represents the location of the
CRISPR-generated frameshift insertion.
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Table 1. PBX1 isoforms expressed in transfected cells. WT HEK+WT/mutant: WT HEK cells
transfected with WT or mutant PBX1a plasmid. Clone KD2 + WT/mutant: KD2 cells transfected with
WT or mutant PBX1a plasmid. TPM: transcript per million.

PBX1 Isoform WT HEK + WT WT HEK + Mutant Clone KD2 + WT Clone KD2 + Mutant
TPM TPM TPM TPM
NM_001204961 = PBX1b 1.60 2.56 0.22 1.10
NM_001204963 NA NA NA NA
NM_001353130 0 0.31 0 0.16
NM_001353131 = PBX1b 191 1.79 0 1.07
ML00E 5229 - PEOE 1208.94 976.54 47.82 408.52
XM_005245228 NA NA NA NA
XM_011509590 0 0 0 025
XM_011509591 0 0 046 0
XM_011509592 147 0.18 0.31 0
XM_017001395 (PBX1a ?) 2665.33 2435.52 1155.85 887.08
3.4.2. Gene Expression between WT HEK and KD2 Cell Lines Remains Different despite
Being Transfected with the Same Plasmid
RNA-seq results are summarized in Supplementary Table S2. Scatter plots showing
DEGs between each comparison group are given in Figure 6.
GO biological process enrichment (HEK + WT vs KD2 + WT) GO biological process enrichment (HEK + mutant vs KD2 + mutant)
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Figure 6. Bubble charts of GO biological processes enrichment in each comparison group.
HEK + WT/mutant: WT HEK cells transfected with WT or mutant PBX1a plasmid. Clone
KD2 + WT/mutant: KD2 cells transfected with WT or mutant PBX1a plasmid.

156



Genes 2023,14,273

13 0f 20

When we compared mutant PBX1a-transfected cells to WT PBX1a-transfected cells
(control vs. case analysis), only one gene (U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1, U2AF1)
was significantly downregulated in mutants (log2 fold change between case and control:
—23.45). The WT-transfected cells and the mutant-transfected showed in fact strong differ-
ences on the PCA plot, explaining the fact that only one gene was significantly deregulated
when grouping cells in control vs. case analyses (Supplementary Figure S6). U2AF1 was
only expressed in WT PBX1a-transfected HEK cells (TPM at 56.94 for WT-transfected WT HEK
cells and was null for the other three samples, FDR (Clone KD2 WT/Hek WT) — 1 33 » 10-116 and
FDR (Hek MUT/Hek_ WT) _ 7 46 « 10—120)'

To assess this result, we first explored the differentially expressed genes (DEGs) be-
tween WT HEK cells and KD2 cells transfected with WT PBX1a plasmid. We found 2118
DEGs between these two groups (1219 downregulated genes and 899 upregulated genes).
The most significantly down-regulated biological processes in KD2 cells (q-value < 0.05)
according to GO and KEGG classifications were the regulation of transcription (more
than 200 genes, including EMX1, GATA4, SOX8, AR, HOXA4, HOXA11, HOXB5, and
HOXD4, MYC, and SMAD genes) and non-motile cilium assembly (18 genes, including
BBS1, CEP290, and PCM1). Upregulated functions included extracellular matrix organiza-
tion (55 genes, including collagens I to VI subunits, CCN1 and ICAM genes), and plasma
membrane repair. DEGs between cell lines transfected with mutant PBX1a plasmid were
similar (1985 DEGs), but the only significantly downregulated cellular processes were the
regulation of transcription (more than 200 downregulated genes in KD2 cells, including all
the abovementioned genes and SOHLH?). Plasma membrane repair genes also remained
upregulated (Figures 6 and 7). Thus, WT HEK and clone KD2 are highly different, a differ-
ence in transcriptome that remained whatever the plasmid transfected. Such a difference
explains the difficulties to find DEGs in a control vs. case analysis. These differences may
in fact reflect the consequences of the CRISPR-engineered frameshift variant in KD2 cells.

HEK + WT vs clone KD2 + WT HEK + mutant vs clone KD2 + mutant

log2(exp+1)
13

HEK + mutant PBX1a | KD2 + mutant PBX1a

A

Figure 7. Heatmaps comparing the differential expression between WT HEK and PBX1 KD cells
transfected with similar PBX1 plasmids. HEK + WT/mutant: WT HEK cells transfected with WT
or mutant PBX1a plasmid. Clone KD2 + WT/mutant: KD2 cells transfected with WT or mutant
PBX1a plasmid.

3.4.3. DEGs between WT and Mutant PBX1a Transfections Depend on the Cell Line

We then studied DEGs between WT- and mutant-transfected cells without clustering
both cell types (Figure 8). We only found a few DEGs in WT vs. mutant experiments. In total,
23 DEGs were identified for HEK cells, implicated in various cellular functions according
to GO (oocyte differentiation, DNA double strand break repair, telomere maintenance,
regulation of nucleoside transport, Figures 6 and 8). Ten DEGs were identified in KD2 cells,
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impacting dopamine and steroid metabolism and cytokine production. In such analysis,
only the ATP5MF-PTCD1 gene was downregulated in both cell types.

HEK + WT vs clone KD2 + WT HEK + mutant vs clone KD2 + mutant
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Figure 8. Heatmaps comparing the differential expression between a cell line transfected with WT
or mutant PBX1 plasmids. HEK + WT/mutant: WT HEK cells transfected with WT or mutant
PBX1a plasmid. Clone KD2 + WT/mutant: KD2 cells transfected with WT or mutant PBX1a plasmid.
Up/down: the gene is up/down regulated in cells transfected with mutant plasmid comparing with
cells transfected with WT plasmid.

These DEGs differed from preliminary RT-qPCR results. CCND1 and AR were up-
regulated in WT PBX1a-transfected KD2 cells vs. WT PBX1a-transfected HEK cells (FDR
8.4 x 107 for CCND1 and 84 x 10~8! for AR). AR was also upregulated in mutant
PBX1a-transfected KD2 cells vs. WT PBX1a-transfected KD2 cells (FDR 1.4 x 10~71). MEIS1
expression was not significantly deregulated.

3.4.4. Transfection with Mutant PBX1a May Alter Skipped Exon Splicing Events

Since U2AF1, which encodes for a subunit of the splicing factor U2AF that recognizes
the pyrimidine-rich tract present at metazoan 3-prime splice sites, was predicted to be
downregulated in mutant-transfected cells compared with WT-transfected ones, we then
focused on differential alternative splicing events (DASE) among groups. Transfection
of mutant plasmid did not significantly modify the splicing events compared with WT
plasmid, except in clone KD2, where a diminution of skipped exons events was observed.
On the contrary, we observed a large number of DASE when comparing WT HEK cells and
clone KD2, with a dramatic diminution of all splicing events in clone KD2 cells compared
with WT HEK cells regardless of the plasmid transfected. Most of these late DASE were
skipped exons (Supplementary Figure S8).

4. Discussion
4.1. PBX1 Is a DSD Gene

Recently, Arts et al. [29] reported two stillbirth siblings of both chromosomal sexes pre-
senting with the most severe sides of PBX1-linked developmental diseases: CAKUTHED,
diaphragmatic eventration, lung hypoplasia, and sex reversal in the 46,XY fetus. Both
fetuses carried a new PBX1 NP_002576.1:p.(Arg107Trp) variant. These phenotypes strongly
recall the post-mortem findings observed in our patient, who also carried a similar substitu-
tion at the arginine 107. PBC-A variants are rare, and the absence of functional explorations
for Argl07 missense variants prompted us to create an in vitro model expressing PBX1
proteins with Arg107Gln substitution.

4.2. Partial PBX1 Loss of Function (LoF) Impairs Cell Proliferation

We first aimed at generating a HEK cellular model KO for PBX1 through CRISPR-Cas9
editing, but we obtained only a few viable KD clones and no KO clones. The impossibility of
generating KO clones suggests that PBX1 KO is lethal for HEK cells, as has been previously
observed in murine models [12]. PBX1 KD clones presented with a distinct phenotype from
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WT cells, with a decreased proliferation rate and a distinct growth phenotype, suggesting
abnormal cell adhesion and intercellular communication. KO for Pbx1 in mouse models
are always embryonically lethal and the embryos presented with defects in nephrogenic
mesenchyme proliferation [12]. In a large set of cancer types (lymphoblastic leukemia,
lung adenocarcinomas and squamous cancers, hepatocellular, and bladder cancers, etc.),
PBX1 amplification promotes cell proliferation and metastasis [30]. The introduction of a
missense mutation in PBX1 is sufficient to avoid tumorigenesis in gastric cancer cells [31].
Since HEK cells are derived from immortalized human embryonic kidney cells, we suggest
that complete loss of PBX1 expression is always lethal for this cell line. PBX1 partial LoF is
sufficient to induce defects in HEK cells proliferation.

4.3. Transfection with PBX1-Coding Plasmids Does Not Fully Rescue a PBX1-KD Phenotype

Transfection with plasmids containing either WT or 320G>A PBX1a isoform led to a
significantly increased proliferation rate in WT HEK cells but not in KD cells, despite the
fact that both mutant and WT plasmids were expressed at high levels in both cell lines.
Cellular adhesion defects were only partially rescued in KD cells, whatever the plasmid
transfected. The example of U2AF1 showed that at least some gene expressions were not
rescued by the WT PBX1a transfection in clone KD2. At the RNA-level, transfection with
the same plasmid led to significant DEGs between WT and KD cells. Thus, contrary to
what we expected, transfection of the WT PBX1 plasmid did not lead to the reappearance
of a “WT-like” phenotype in PBX1-KD cells, and the expression of a mutant PBX1 protein
did not impair cell proliferation in HEK cells. We suggest some hypotheses to explain these
results. First, WT HEK cells expressed higher levels of PBX1 transcripts contrary to KD
cells, including specific isoforms absent from KD cells. PBX proteins, including PBX1, are
sensitive to intracellular concentration [32]. Mutated PBX1 proteins also have dominant-
negative effects and are able to abolish proliferation in a cancer cell line [33]. Diminished
intracellular concentration of PBX1 associated with the production of some truncated PBX1
proteins in KD clones may explain the absence of full rescue in this cell line. On the contrary,
higher PBX1 concentrations, even mutant proteins, may be sufficient to induce proliferation
in WT HEK cells. Overall, only a few DEGs were observed between WT- and mutant-PBX1a
plasmid transfection experiments, despite the fact that a large amount of PBX1 proteins
was produced in all cell lines. We can also suggest that co-transfection with a plasmid
encoding a PBX1 cofactor (PKNOX1 for example) would have amplified the effects of PBX1
plasmid transfection [15]. In fact, PBX1 is unable to act alone and needs heterodimerization
with one (or more) cofactor(s) to reach the nucleus and modify its target genes” expression.
Level-up PBX1 concentration in cells expressing normal amounts of cofactors may lead
to a subset of inactive PBX1 monomers due to insufficient cofactor concentrations. These
findings suggest that the PBX1-320G>A variant only has mild effects in HEK cells.

Nevertheless, DEGs between WT HEK cells and KD cells shed the light on interesting
PBX1 target genes. Numerous HOX genes, GATA4, SOX8, AR, MYC, and SMAD genes
showed differential expression between WT and KD cell lines. MYC is a strong proto-
oncogene controlling cell cycle and cell growth [33], its downregulation probably playing a
role in the decreased KD cells proliferation capacities. Other DEGs could sum up, at least
partially, the phenotype observed in PBXI-mutated patients. HOX genes, notably Hoxal1l
in mice, are responsible for the establishment and segmentation of the Miillerian ducts,
precursors of the uterus and fallopian tubes [34]. Through GATA4, PBX1 controls cardiomy-
ocyte precursors’ proliferation and maturation [35]. SMAD proteins, especially SMAD3 and
SMADS, also play a role in the regulation of endocardial cushion transformation [36,37].
SOX8, a transcription factor showing redundant functions with SOX9, was suggested as
responsible for 46,XY DSD [38]. AR encodes for the androgen receptor and is responsible
for the partial to complete androgen insensitivity in 46,XY patients, a syndrome that may
lead to normal-appearing female external genitalia.

Despite the moderate effect of PBX1a-320G>A plasmid transfection, some interesting
questions arose from our results. U2AF1, encoding one of the subunits from the splicing
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factor U2AF, was downregulated in mutant-transfected WT HEK cells. This splicing factor
plays an important role in targeting 3’ splicing sites and in intron removal [39]. Mutations
in this gene increases the risk of progression from myelodysplasia to secondary acute
myeloid leukemia, through splicing dysregulation [40]. WT HEK cells transfected with the
mutant PBX1a plasmid also demonstrated upregulation of SLX1A and downregulation of
SLX1B. These proteins represent the catalytic subunit of the SLX1-SLX4 structure-specific
endonuclease. This complex is required for the repair of specific types of DNA lesions and
is critical for cellular responses to replication fork failure [41]. KD cells transfected with
PBX1a mutant plasmid showed upregulation of a read-through transcript, TRIM6-TRIM34,
which is considered as a splice variant of TRIM34. TRIM34 localizes to the mitochondria
and mediates apoptosis through the mitochondrial pathway [42]. Thus, the expression of
PBX1a-320G>A transcript may lead to splicing defects (albeit moderately observed in our
experiments) and increased genome instability through abnormal resolution of Holliday
junctions. PBX1a-320G>A transcript may also modify cell proliferation through an increase
in TRIM6-TRIM34 transcript. Finally, most of the DEGs observed between transfected cells
are read-through transcripts, i.e., transcripts arising from inefficient 3"-end cleavage of
nascent mRNAs, with the production of an mRNA containing two contiguous genes. Such
phenomenon can be observed in cells under biological stress such as transfection, but also
in several disease contexts including viral infections and renal cancer [43]. Some of these
transcripts are known to be biologically active (such as TRIM6-TRIM34) but the precise role
of such “fusion” transcripts remains unclear for now. Moreover, they are suspected to be
overlooked in RNA-seq studies, due to the incorrect sequence assignation to one of the two
parent genes [43]. Interestingly, KD cells transfected with mutant PBX1a showed SULT1A3
and SULT1A4 down- and upregulation respectively, but these two genes share exons with
SLX1A and SLX1B, which were dysregulated in WT HEK cells. These two phenomena
(read-through transcripts and exon sharing) raise the question of RNA-seq reliability for
the detection of such transcripts. RT-qPCR experiments may be of interest to confirm, at
least partly, some RNA-seq results.

4.4. PBX1 Transfection Gives Fluctuant Results in HEK Cells

Our approaches did not directly study the transactivation effects of the p.(Argl07GlIn)
mutant nor the subcellular localization of the protein. Previous functional studies targeting
another variant in the same cell line (p.(Arg235GlIn) introduced in WT HEK cell through
plasmid transfection) led to discordant conclusions on the subcellular localization of the
resulting protein [15,16]. These works also demonstrated impaired transactivation [15]
or heterodimerization [16] properties of PBX1 mutant proteins. Nevertheless, the transac-
tivation defects were discordant between a Pbx1-LoF murine cell line (obtained through
CRISPR-Cas9 editing) and HEK cells [15]. Thus, the results observed in both studies and
our work highlight the fact that HEK cells may not be the most accurate model to study
PBX1 functions through plasmid transfection. In fact, HEK cells are probably derived from
immature neuron-like renal cells rather than renal epithelial cells or fibroblasts [44,45]. HEK
cells are pseudotriploid and some authors suggest a high instability of their karyotype after
several passages or freezing cycles, especially for HEK 293T cells. Transfection-induced
stress is also known to trigger genomic instability in these cell lines [45]. The naturally
occurring overexpression of PBX1 transcripts through PBX1 genomic amplification was
dismissed through aCGH. Genomic instability was highlighted in our cell lines, with WT
and KD2 cells presenting with a few different genomic imbalances. These differences may
also play a role in the fluctuant transfection results observed, despite the fact they seem to
be expected variations in cultured HEK 293T cells. Finally, the dominant-negative effects
observed in gastric cancer cells after the introduction of a missense mutation in PBX1 may
also rely on the fact that the mutant gene was introduced through infection techniques [31],
leading to a more stable expression. Overall, CRISPR-Cas9 is an efficient tool to generate
PBX1-KD clones derived from HEK cells, but plasmid transfection may not be the most
efficient way to rescue the KD phenotype.
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5. Conclusions

PBX1 encodes a ubiquitous transcription factor, which can lead to severe phenotypes
when disrupted. We reported here a third patient with a substitution of the Arg107 in
one of the dimerization domains of the protein. CRISPR-Cas9 allowed us to generate a
PBX1-KD clone with a cellular phenotype close to the mesenchymal defects observed in
mouse embryos. We were not able to fully rescue the phenotype through WT or mutant
PBX1a transfection, but the results suggest a disruption of splicing and DNA repair as
suspected mechanisms in cells expressing the mutant PBX1. Further functional studies
focusing on techniques other than plasmid transfection are needed to explore the effects of
PBX1 Argl07 disruption.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/genes14020273 /s1. Figure S1. Uncropped Western Blot of clones
obtained after CRISPR-KO editing (a). Clone designed by an arrow was considered closest to a
PBX1 KO (further called clone KD2 in main text). Clones in dashed boxes were re-analysed through
WB (b). Arrowheads show PBXla (black) and PBX1b (white) expected sizes. Figure S2. Sanger
sequencing of clones selected in Figure S1 (dashed boxes, Figure S1a), showing a partially edited
PBX1 exon 3 sequence: at least one PBX1 allele shows a frameshift, but the WT PBX1 sequence
persists (HEK cells are triploid). Clone 7 is not edited. Clone 25 (sgRNA_2) died before DNA could be
extracted for testing. Figure S3. Significant decrease in proliferation capacities of clone KD2 compared
to WT HEK cells (WT) after 3 days of culture. Two counting methods were used to avoid cell pellet
detachment bias that may occur with methylene blue count. Figure S4. Relative gene expression
in WT HEK and KD2 cells lines after transfection. PBX1 WT: WT PBX1a plasmid, PBX1 320G>A:
mutant PBX1a plasmid. MEOX1 was not conserved for analyses due to a very low level of expression
in both cell lines. Figure S5. Scatter plot of differentially expressed genes (DEGs) between samples.
PBX1 is slightly less expressed in clones KD2 compared to WT HEK cells, whatever the transfected
plasmid (upside panes, arrow). For a chosen cell type, PBX1 expression is similar between WT PBX1a-
transfected and mutant PBX1a-transfected cells (downside panes, dashed arrow). HEK+WT/mutant:
WT HEK cells transfected with WT or mutant PBX1a plasmid. Clone KD2+WT/mutant: KD2
cells transfected with WT or mutant PBX1a plasmid. Figure S6. PCA plot of RNA-seq samples.
Figure S7. PBX1-320G>A-transfected cells express PBX1-mutated transcripts. IGV view of RNA
sequence from PBX1 exon 3 in cells transfected with WT PBX1a-coding plasmid (WT) or PBX1a-
320G>A-coding plasmid (mutant). Cells transfected with the mutated PBX1a form only express the
PBX1a-320G>A form at the RNA level. HEK+WT /mutant: WT HEK cells transfected with WT or
mutant PBX1a plasmid. Clone KD2+WT /mutant: KD2 cells transfected with WT or mutant PBX1a
plasmid. Figure S8. Differential alternative splicing (as) events among groups. HEK+WT /mutant:
WT HEK cells transfected with WT or mutant PBX1a plasmid. Clone KD2+WT /mutant: KD2 cells
transfected with WT or mutant PBX1a plasmid. Skipped Exon (SE), Alternative 5’ Splicing Site (A5SS),
Alternative 3’ Splicing Site (A3SS), Mutually exclusive exons (MXE), Retained Intron (RI). (a) Number
(nb) of splicing variations among samples showed a decrease in splicing variations in clone KD2,
(b) Due to these large variations in total splicing events among samples, comparison between types
of splicing events was performed on relatives values using Z-test, with a threshold of 1.96 (e error
rate of 5%, two tailed). % age: percentage. Figure S9. Uncropped Western-Blot from Figure 3 showing
the PBX1 KD phenotype of clone KD2. Western Blot demonstrating the diminution of both PBX1a
(black arrowhead) and PBX1b (white arrowhead) expression in PBX1 KD clone (clone KD2). WT
HEK cells transfected with control siRNA (WT +si CTRL) or PBX1 siRNA (WT + si PBX1) served as
negative and positive controls, respectively. WT: non-transfected HEK cells. Figure S10. Uncropped
Western-Blot from Figure 4 assessing PBX1a overexpression after PBX1a-coding plasmid transfection.
Uncropped WB assessing PBX1a overexpression (black arrowhead) in transfected HEK WT cells
(HEK WT) and KD2 clones. White arrowhead: PBX1b. Figure S11. Comparison of aCGH profiles
between WT HEK cells and clone KD2 before plasmid transfection. Table S1. DNA primers, siRNA
and CRISPR guides sequences used in this study. Table S2. Summary of RNA-seq results in WT
PBXla- and mutant PBX1a-transfected cells. DEG: differentially expressed gene, DASE: differential
alternative splicing events. Table S3. Relative quantification of PBX1a and PBX1b expression on
Figure S1 Western-Blot.
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SUPPLEMENTARY FIGURES

NB: table S1 to S3 are available online https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9956894/
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Figure S1. Uncropped Western Blot of clones obtained after CRISPR-KO editing.
(a). Clone designed by an arrow was considered closest to a PBX1 KO (further called
clone KD2 in main text). Clones in dashed boxes were re-analysed through WB (b).
Arrowheads show PBX1a (black) and PBX1b (white) expected sizes.

ccctgtctttttctgtagTTTTGAGTATCCGAGGAGCCCAGGAGGAGGAACCCACAG/ PBX1a reference sequence

insertion
x
A

sgRNA_1
Clone 2

sgRNA_1
Clone 3

SgRNA_3
Clone 1

SgRNA_3
Clone 5

sgRNA_3
Clone 7

CCCTGTCTTTTTCTGTAGTTTTGAGTATCCGAGGAGCCCAGGAGGAGGAACCCACAG»

Figure S2: Clones showing frameshift variations located at the sgRNA’s target
sequence. Sanger sequencing of clones selected in Figure S1 (dashed boxes, Figure
S1a), showing a partially edited PBX1 exon 3 sequence: at least one PBX1 allele
shows a frameshift, but the WT PBX1 sequence persists (HEK cells are triploid). Clone
7 is not edited. Clone 25 (sgRNA_2) died before DNA could be extracted for testing.
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Figure S3: Proliferation’s studies. Significant decrease in proliferation.
Capacities of clone KD2 compared to WT HEK cells (WT) after 3 days of culture. Two
counting methods were used to avoid cell pellet detachment bias that may occur with

methylene blue count.
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normalized on gene expression in cells transfected by WT PBX1a plasmid. Bilateral Student t test. Bars represent
standard deviation (SD)

gene expression in WT HEK and KD2 cells lines after

transfection. PBX1 WT: WT PBX1a plasmid, PBX1 320G>A: mutant PBX1a
plasmid. MEOX1 was not conserved for analyses due to a very low level of expression

in both cell lines.
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Figure S5. Scatter plot of differentially expressed genes (DEGs) between
samples. PBX1 is slightly less expressed in clones KD2 compared to WT HEK cells,
whatever the transfected plasmid (upside panes, arrow). For a chosen cell type, PBX1
expression is similar between WT PBX1a-transfected and mutant PBX1a-transfected
cells (downside panes, dashed arrow). HEK+WT/mutant: WT HEK cells transfected
with WT or mutant PBX1a plasmid. Clone KD2+WT/mutant: KD2 cells transfected with
WT or mutant PBX1a plasmid.
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Figure S6. PCA plot of RNA-seq samples.
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Figure S7. PBX1-320G>A-transfected cells express PBX1-mutated transcripts.
IGV view of RNA sequence from PBX1 exon 3 in cells transfected with WT PBX1a-
coding plasmid (WT) or PBX1a-320G>A-coding plasmid (mutant). Cells transfected
with the mutated PBX1a form only express the PBX1a-320G>A form at the RNA level.
HEK+WT/mutant: WT HEK cells transfected with WT or mutant PBX1a plasmid. Clone
KD2+WT/mutant: KD2 cells transfected with WT or mutant PBX1a plasmid.
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Figure S8: Differential alternative splicing (as) events among groups.
HEK+WT/mutant: WT HEK cells transfected with WT or mutant PBX1a plasmid. Clone
KD2+WT/mutant: KD2 cells transfected with WT or mutant PBX1a plasmid. Skipped
Exon (SE), Alternative 5’ Splicing Site (A5SS), Alternative 3’ Splicing Site (A3SS),
Mutually exclusive exons (MXE), Retained Intron (RI). (a) Number (nb) of splicing
variations among samples showed a decrease in splicing variations in clone KD2, (b)
Due to these large variations in total splicing events among samples, comparison
between types of splicing events was performed on relatives values using Z-test, with
a threshold of 1.96 (a error rate of 5%, two tailed). % age: percentage.
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Figure S9. Uncropped Western-Blot from Figure 3 showing the PBX1 KD
phenotype of clone KD2. Western Blot demonstrating the diminution of both PBX1a
(black arrowhead) and PBX1b (white arrowhead) expression in PBX1 KD clone (clone
KD2). WT HEK cells transfected with control siRNA (WT + si CTRL) or PBX1 siRNA
(WT + si PBX1) served as negative and positive controls, respectively. WT: non-

transfected HEK cells.

kDa
115

80

65

50

30

25

HSC70

HEK cells Clone KD2

PBXla PBXla
WT  320G>A NT

PBXla PBXla
WT  320G>A

—_

A eses —=] rox1a

— =] pBX1b

Figure S10. Uncropped Western-Blot from Figure 4 assessing PBX1a
overexpression after PBX1a-coding plasmid transfection.
assessing PBX1a overexpression (black arrowhead) in transfected HEK WT cells
(HEK WT) and KD2 clones. White arrowhead: PBX1b.
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Figure S11. Comparison of aCGH profiles between WT HEK cells and clone KD2
before plasmid transfection.
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CONCLUSION DE L’ARTICLE

Dans cette étude, l'impact fonctionnel du variant faux sens PBX71 c.320G>A,
p.(Arg107GIn) a été évalué par surexpression plasmidique dans des cellules
HEK293T. Les résultats des tests fonctionnels ne permettent pas de conclure sur la
pathogénicité de ce variant avec certitude. Néanmoins, la récurrence des substitutions
localisés dans I'Arginine 107 chez les patients présentant des phénotypes similaires
suggeérent un effet potentiellement délétére.

En définitive, la surexpression plasmidique n’est pas la meilleure stratégie pour I'étude
des facteurs de transcription. En effet, les données de la littérature suggérent que
I'activité de PBX1 est dose-dépendante, et I'effet délétére du variant peut étre masqué
par cette surexpression. Au contraire, cette surexpression peut également apparaitre
comme toxique pour les cellules. D’autant que les cellules ne survivent pas en cas
d’inactivation totale du gene par CRISPR/Cas9, et la transfection de plasmide génére
un stress aux cellules pouvant altérer la qualité des tests fonctionnels (RNAseq, étude
de prolifération cellulaire). La technologie BE aurait été plus adaptée. PBX1 étant un
facteur de transcription a expression ubiquitaire associé a des désordres du
développement pléiotropique, il est difficile de tirer des conclusions a partir d’'un unique
modéle cellulaire. Un autre modéle, plus physiologique, aurait été plus adaptée.
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RESULTAT 4

Identification de génes promouvant la plasticité et la résistance
du mélanome cutané par criblage CRISPRa

AVANT PROPOS

Cette étude a été portée par le Dr Arthur Gautron, ancien doctorant encadré par David
Gilot de 2015 a 2019. Elle a été publiée dans la revue Embo Molecular Medicine le 16
Mars 2021. Je débutais ma thése lors des expériences pour la révision de cet article.
J’ai ainsi pu participer a cette étude.

INTRODUCTION DE L’ARTICLE

La résistance des tumeurs aux thérapies ciblées conduit malheureusement a I'échec
thérapeutique chez les patients atteints du cancer. Parmi ces mécanismes de
résistances, des déterminants génétiques et non génétiques sont mis en jeux. Les
déterminants génétiques sont généralement bien caractérisés dans la littérature
(mutations gain ou perte de fonction). L'avénement des outils d’analyse de I'expression
des génes en cellule unique (scRNAseq) a montré que les cellules exposées aux
traitements subissaient une reprogrammation transcriptomique intense participant a la
résistance (déterminants non génétiques). Toutefois, ces observations demeurent trés
descriptives, et aujourd’hui, les mécanismes sous-jacents mis eu jeux ne sont pas bien

caractérisés d’'un point de vue fonctionnel.

La technologie d’activation transcriptionnelle CRISPR (CRISPRa) est aujourd’hui tres
bien maitrisée par la communauté scientifique pour activer I'expression des génes. En
utilisant une bibliotheque d’ARN guides couvrant la plupart des promoteurs de génes
codants humains, il est possible d’activer 'ensemble de ces genes dans un modéle
cellulaire. Typiquement, une cellule recoit un ARN guide particulier de la bibliothéque,
permettant a chaque cellule de surexprimer un gene particulier. Cette bibliothéque de
cellules est ensuite soumise a une molécule exergant une pression de sélection (agent
thérapeutique) pour en identifier le mécanisme de résistance. Seules les cellules
surexprimant un géne leur permettant de résister a la molécule continueront de
proliférer. Cette technique est couramment utilisée pour identifier les mécanismes de

résistances transcriptomiques aux traitements anti-cancéreux.
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Dans cette étude, Arthur Gautron et al ont utilisé la technique de criblage CRISPRa in
vivo et in vitro dans I'objectif d’identifier, a 'échelle du génome, les génes codants dont
le gain d’expression est associé a la résistance aux inhibiteurs de BRAF dans le
meélanome cutané. Ce traitement est utilisé chez les personnes atteintes du mélanome

cutané avec une mutation gain de fonction BRAF (VG600E).

Les données obtenues ont permis d’identifier trois génes dont la surexpression est
associée a une résistance aux inhibiteurs de BRAF, au mécanisme de rechute et au
phénotype mésenchymateux des cellules (dédifférenciation). Notamment, SMAD3, un
facteur de transcription de la voie TGF-B, promeut la résistance en stimulant la
transcription de nombreux génes dont AXL et EGFR. L’expression de SMAD3 est elle-
méme favorisée par le facteur de transcription AhR, identifié auparavant par I'équipe
comme activé dans les cellules de mélanomes résistantes aux inhibiteurs de BRAF.
L’inhibition des voies AhR/TGF-B pourrait constituer une future cible thérapeutique
intéressante pour limiter l'acquisition de cellules résistantes et/ou éliminer les

« persister cells ».

CONTRIBUTION

J’ai uniquement mené I'expérience présentée dans la figure EV5, demandée pour la
révision de l'article (sgRNA targeting four isoforms of SMAD3 and BRAFi resistance).
L’objectif de cette expérience est de montrer que selon le type de promoteur SMAD3
ciblé par ’ARN guide, le niveau de transactivation du géne peut varier. Ici, les résultats
suggérent que seuls les ARN guides ciblant le bon promoteur permettent d’activer
SMAD3 (isoforme longue). Cette isoforme est la seule a promouvoir la résistance, d’ou
la nécessité d’étudier indépendamment les ARN guides de chaque promoteur de
genes. Le niveau de transactivation du transcrit peut également varier selon la position

de 'ARN guide au promoteur.
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Abstract

Most genetic alterations that drive melanoma development and
resistance to targeted therapy have been uncovered. In contrast,
and despite their increasingly recognized contribution, little is
known about the non-genetic mechanisms that drive these
processes. Here, we performed in vivo gain-of-function CRISPR
screens and identified SMAD3, BIRC3, and SLC9AS as key actors of
BRAFi resistance. We show that their expression levels increase
during acquisition of BRAFi resistance and remain high in persister
cells and during relapse. The upregulation of the SMAD3 transcrip-
tional activity (SMAD3-signature) promotes a mesenchymal-like
phenotype and BRAFi resistance by acting as an upstream tran-
scriptional regulator of potent BRAFi-resistance genes such as
EGFR and AXL. This SMAD3-signature predicts resistance to both
current melanoma therapies in different cohorts. Critically, chemi-
cal inhibition of SMAD3 may constitute amenable target for
melanoma since it efficiently abrogates persister cells survival.
Interestingly, decrease of SMAD3 activity can also be reached by
inhibiting the Aryl hydrocarbon Receptor (AhR), another druggable
transcription factor governing SMAD3 expression level. Our work
highlights novel drug vulnerabilities that can be exploited to
develop long-lasting antimelanoma therapies.

Keywords Aryl hydrocarbon Receptor; CRISPR-SAM; melanoma; SMAD3;
targeted therapy resistance
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Introduction

Identifying molecular cancer drivers is critical for precision oncology.
Last year, the cancer genome atlas (TCGA) identified 299 driver genes
by focusing on point mutations and small indels across 33 cancer
types (Bailey et al, 2018). It represents the most comprehensive effort
thus far to identify cancer driver mutations. Complementary studies
are required to elucidate the role of copy-number variations, genomic
fusions, and methylation events in the 33 TCGA projects.

Moreover, there is increasing evidence that non-genetic reprogram-
ming leading to cancer cell dedifferentiation, stemness, invasiveness
also contribute to tumor growth and therapy resistance (Puisieux
et al, 2014; Bai et al, 2019). Thus, deciphering the signaling pathways
that drive such processes may also lead to innovative cancer thera-
pies. Recent gene expression quantifications performed at single-cell
level by single-cell RNA sequencing (scRNA-Seq) demonstrated that
cancer cells operate a dedifferentiation process, for instance in
glioblastoma and melanoma (Patel et al, 2014; Tirosh et al, 2016;
Rambow et al, 2018), promoting tumor growth, stemness, and therapy
resistance. This “onco-dedifferentiation” seems to be independent of
de novo mutations and could offer new targets/strategies to cure
cancer. However, these scRNA-Seq studies are mainly descriptive; the
tumor growth capability of each gene/RNA is not yet investigated at
the genome-scale. Such functional analyses are nowadays feasible
using clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR)-Cas9 screens (Shalem et al, 2015). The majority of the
CRISPR-Cas9 screens is based on the invalidation of coding genes but
modulation of gene expression is reachable with the CRISPR-Cas9
synergistic activation mediator (SAM) approach (Konermann et al,
2015). It corresponds to an engineered protein complex for the tran-
scriptional activation of endogenous genes. Importantly, SAM can
further be combined with a human genome-wide library to activate all
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known coding isoforms from the RefSeq database (23,430 isoforms)
for gain-of-function screening without a priori. To date, CRISPR
screens are mainly performed in vitro using cell lines or primary
cultures (Meyers et al, 2017). A pan-cancer CRISPR-Cas9 knockout
screen was performed in vitro (324 human cancer cell lines from 30
cancer types) to identify essential genes for cancer cell fitness (defined
as genes required for cell growth or viability) and to prioritize candi-
dates for cancer therapeutics (Behan et al, 2019). However, because
the contribution of the tumor environment in tumor growth is increas-
ingly recognized, it seems important to perform such screens in the
relevant patho-physiological context and, for instance, take advantage
of animal models.

We selected cutaneous melanoma as a paradigm since novel ther-
apeutic strategies are critically needed (Bai et al, 2019). Targeted
therapies such as BRAF inhibitors (BRAFi) initially showed great
promise in patients with BRAF(V600)-mutated metastatic melanoma.
Unfortunately, the vast majority of patients that initially respond to
these drugs, almost inevitably develop resistance. Although combi-
nation therapies (BRAF and MEK inhibitors) enhance the response
and delay relapse, the overall survival remains unsatisfactory high-
lighting the need of new therapeutic targets (Ascierto et al, 2016).

The mechanisms underlying resistance are numerous and proba-
bly not mutually exclusive (Sullivan & Flaherty, 2013; Welsh et al,
2016; Song et al, 2017). Resistance can be driven by a small pre-
existing subpopulation, harboring-specific genetic alterations that
confer them with resistance to the inhibitors (Wagle et al, 2011).
Such alterations may also occur de novo, during treatment (Welsh
et al, 2016). In addition, there is increased evidence that non-genetic
reprogramming may confer drug-tolerant and/or resistant pheno-
types to melanoma cells (Rambow et al, 2018; Corre et al, 2018;
Tsoi et al, 2018; Hugo et al, 2015a; Talebi et al, 2018; Rapino et al,
2018; preprint: Marin-Bejar et al, 2020). Earlier works demonstrated
that phenotype switching from a proliferative to an invasive/mes-
enchymal-like state is also likely to contribute to therapy resistance
(Hoek & Goding, 2010; Konieczkowski et al, 2014; Miiller et al,
2014; Verfaillie et al, 2015; Boshuizen et al, 2018). Paradoxically,
MITF-induced differentiation into a slow cycling, pigment-producing
state was also reported to confer tolerance to BRAFi (Miiller et al,
2014; Smith et al, 2016). It therefore seems that various drug-toler-
ant subpopulations can emerge under therapeutic pressure and that
these cells can provide a pool from which resistance develops.
Targeting these populations of persister cells is therefore crucial to
achieve effective personalized therapies (Nassar & Blanpain, 2016).

Here, we performed unbiased screens to identify genes promoting
tumor growth from persister cells and conferring resistance to BRAFi
using CRISPR-Cas9 SAM methodology. We demonstrate that, in addition
to promote melanoma development, Mothers against decapentaplegic
homolog 3 (SMAD3), Baculoviral IAP repeat-containing protein 3
(BIRC3), and Sodium/hydrogen exchanger 5 (SLC9AS5) also support
relapse since they promote both BRAFi-resistance and tumor growth
capability of persister cells. Their expression levels correlated with BRAFi
resistance and relapse. Consequently, their inhibition strongly reduced
the number of persister cells. Moreover, we demonstrate that the tran-
scription factor AhR governs SMAD3 expression levels and in turn
SMAD3 drives the expression of a set of genes associated with BRAFi
resistance and mesenchymal phenotype. These experiments identify inte-
grated AhR-SMAD3 signaling as a key driver of melanoma growth and
relapse, pointing to a new therapeutic vulnerability in melanoma.
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Results

Identification of tumor-promoting genes by in vivo
gain-of-function CRISPR screen

Since the tumor environment influences, at least in part, the tumor
growth capability of cancer cells, we performed an in vivo genome-
wide CRISPR-Cas9 SAM screen to identify in vivo tumor-promoting
genes, defined as genes whose expression support tumor growth
(in contrast to driver genes bearing a driver mutation such as
BRAF (VG600E)). To select the most appropriate cellular model, we
classified melanoma biopsies from The Cancer Genome Atlas
(TCGA) cohort (n =458) in function of differentiation states
according to the most recent melanoma profiling data (Fig 1A; Tsoi
et al, 2018). As anticipated, the vast majority of these tumors,
which are almost all drug naive, exhibited a differentiated profile
(89%; melanocytic and transitory). We selected the 501Mel cell
line since (i) these cells display a melanocytic differentiation state
as the majority of diagnosticated melanoma, (i) they harbor the
BRAF(V600E) mutation as ~50% of cutaneous melanoma, (iii) they
are highly sensitive to BRAFi with an ICs, value of 0.45 uM to
vemurafenib [PLX4032] (Halaban et al, 2010; Corre et al, 2018),
and importantly (iv) they are unable to generate tumor in nude
mice (Ohanna et al, 2011). This latter characteristic may allow to
identify tumor-promoting genes.

To generate the CRISPR-SAM cell library, we modified the
501Mel cells, to express constitutively defective-Cas9 and the
required cofactors for CRISPR-SAM technology (Konermann et al,
2015). These engineered cells were infected with the single-guide
RNA (sgRNA) lentivirus library that contained at least three dif-
ferent guides per coding gene (Konermann et al, 2015; Fig 1B). The
infection was performed at a multiplicity of infection (MOI) of 0.2
ensuring that only one guide is expressed per infected cell. Infected
cells were positively selected using antibiotic selection during
7 days. By DNA sequencing, we observed a normal distribution
of the sgRNAs in two cell library replicates (Fig 1C). Only 78
sgRNAs were not detected in our cell library, which validate our
protocol and the cell library (>70,100 sgRNAs were detected;
Table EV1). Thus, the controls were proper to identify in vivo
tumor-promoting genes.

The cell library (30 x 10° cells) was fractionated and subcuta-
neously xenografted in 10 nude mice (3 x 10° cells/mouse) and
tumor growth was monitored using caliper over a 5-month period
(Fig 1D and Table EV2). As previously demonstrated (Ohanna et al,
2011), we confirmed that parental 501Mel are unable to form
tumors in nude mice (n = 6). In contrast, seven tumors were
obtained from the CRISPR-engineered cells xenografted in 10 mice
(Fig 1D). The nature of the sgRNAs, their abundance and occur-
rence across these 7 tumors were determined by DNA-Seq (Fig 1E
and F, and Table EV3).

By comparing the most represented genes (sgRNAs) in each
tumor (Tum), we identified 3 common genes (Fig 1F). An enrich-
ment of SMAD3, BIRC3, and SLC9AS5 sgRNAs was found in tumors
when compared to their starting abundance (cell library; orange
points; Fig 1G), in contrast to EGFR sgRNAs. Thirty-six other genes
were recurrently retrieved in the tumors but not in all (Table EV3).
Interestingly, YAPI which has already been identified as melanoma
growth-promoting gene was also found (Table EV3). This supports

© 2021 The Authors
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Figure 1. Identification of tumor-promoting genes by in vivo gain-of-function CRISPR screen.

A

(@]

J
K

Determination of differentiation states of skin cutaneous melanoma (SKCM) biopsies from the TCGA cohort (n = 458) according to (Tsoi et al, 2018). The vast majority
of these tumors exhibited a differentiated profile (89%; melanocytic and transitory states). The others display a dedifferentiated profile (11%; neural crest-like cells
and undifferentiated states). Human melanoma 501Mel cell line is classified as differentiated melanoma cells (melanocytic cells), according to the gene expression
profile (four categories were defined by (Tsoi et al, 2018); melanocytic, transitory, neural crest-like, and undifferentiated cells). 501mel cell line was selected for the
CRISPR screens.

Workflow depicting the in vivo CRISPR-SAM screen to identify tumor-promoting genes. Parental cells and CRISPR-SAM cell library were xenografted on nude mice
(3 x 10° cells/mouse, n = 6 and n = 10, respectively) and tumor growth was monitored during 5 months. Seven tumors were collected and analyzed by DNA-Seq to
identify the sgRNAs (Tables EV1 and EV2).

sgRNAs distribution in the cell library. sgRNA mean reaches 550 + 2.

Tumor growth curves for the 7 tumors arising from the CRISPR-SAM-engineered cells xenografted in nude mice as detailed in panel B. (No tumor for the parental cell
line (501Mel cells)) (Table EV2).

Distribution of sgRNAs in cell library and in the 7 tumors (log:o(sgRNAs counts)). Blue and red lines indicated the enrichment > 10 fold or > 100 fold (tumors us cell
library (in vitro)) (Table EV1).

From the seven tumors, the top hundred genes (enriched) have been selected and common genes are SMAD3, BIRC3, and SLC9AS (Table EV3).

sgRNA counts in tumors versus in CRISPR-SAM cell library (respectively, black and orange points). Each black point corresponds to one tumor. Two replicates have
been shown for CRISPR-SAM cell library (orange points).

Workflow depicting the validation step: 501Mel cells overexpressing SMAD3, BIRC3, or SLC9AS (obtained by CRISPR-SAM) were xenografted on nude mice and tumor
volume was monitored using caliper. 3 x 10° cells/mouse. n = 7, 6, and 6 mice, respectively.

SMAD3 expression levels in 501Mel cells overexpressing the cofactors for CRISPR-SAM approach and the control sgRNA (5S01Mel 3 + backbone) or the SMAD3 sgRNA.
SLCYAS and BIRC3 sgRNAs are used as controls to show the specificity of the SMAD3 overexpression. HSC70 serve as loading control.

SMAD3, BIRC3, and SLC9AS mRNA expression levels in melanoma cell lines described in H and I. n = 7 independent biological experiments. Dashed lines for medians.
Tumor growth curves from 501Mel cells overexpressing SMAD3, BIRC3, or SLC9AS.

Data information: Western blot results are representative of at least two independent experiments. Source data and unprocessed original blots are available in

Appendix Fig S1 source data. See also Fig EV1.
Source data are available online for this figure.

the robustness of the screen (Lamar et al, 2012; Verfaillie et al,
2015; Hugo et al, 2015b). The majority of the tumor-promoting
genes (Table EV4) identified here are not considered as genes
required for cell growth or viability (except the essential genes
YAPI, SLC25A41, and TGIF1; Behan et al, 2019) and are not
frequently altered in melanoma (Fig EV1A). Moreover, the trans-
forming growth factor (TGF)-B pathway seemed well-represented
among the tumor-promoting genes (Table EV4). Since our results
suggest that a high expression level of these tumor-promoting genes
is sufficient to promote melanoma tumor growth, we evaluated the
biological consequences of the inhibition of one tumor-promoting
gene, BIRC3. The chemical inhibitor Birinapant reduced the
SKMel28R and Mel402 cell density (Fig EVIB and C), suggesting
that the BIRC3 protein is involved in cell proliferation of these mela-
noma cells as previously demonstrated (Krepler et al, 2013; Vetma
et al, 2017).

Next, we examined in vivo the ability of these tumor-promoting
genes to promote tumor growth by xenografting cell populations
overexpressing the sgRNAs individually. We focused on the top 3
tumor-promoting genes: SMAD3, BIRC3, and SCL9AS (Fig 1H-K).
We generated three new CRISPR-engineered cell lines, and we eval-
uated the overexpression levels of these genes by Western blot
experiments (SMAD3) and RT-qPCR (SMAD3, BIRC3, and SLC9AS)
(Fig 11 and J). Finally, we confirmed that they independently foster
tumor development (Fig 1K). Altogether, our results demonstrated
that in vivo CRISPR-SAM screen identifies new tumor-promoting
genes, which may constitute amenable target for melanoma.

Genome-wide CRISPR activation screen identifies BRAFi-
resistance genes in cutaneous melanoma

BRAFi provokes tumor shrinkage in the vast majority of patients
with BRAF(V600)-mutated metastatic melanoma but resistance
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almost inevitably occurs (Bai et al, 2019). To examine the genes
promoting BRAFi resistance and relapse, we performed an in cellulo
screen using the same cell library in the presence of BRAFi (Fig 2).
Briefly, the CRISPR-SAM 501Mel cell library (40 x 10° cells) was
treated for 14 days with BRAFi (2 uM), using either the BRAFi used
in clinical practice (vemurafenib), the next-generation inhibitor that
is still under investigation in clinical trials (PLX8394), or the solvent
(dimethyl sulfoxide (DMSO)) as control (Fig 2A). This procedure
allows for the enrichment of sgRNAs (genes) conferring resistance.
The nature of the sgRNA present in the resistant population and
their abundance was determined by DNA-Seq (Fig 2B). The best hit
was the Epidermal growth factor receptor gene (EGFR), a well-
known BRAFi-resistance gene (Sun et al, 2014; Shaffer et al, 2017).
By examining the enrichment of sgRNAs targeting EGFR promoter
(Fig 2B), we decided to retain genes with at least two sgRNAs
among the enriched sgRNAs present in BRAFi-exposed cells (with a
false discovery rate, FDR < 0.05) (Tables EVS and EV6,
Appendix Fig S1) since sometimes one of the three sgRNAs designed
per gene is not detected or not enriched as observed for EGFR and
BIRC3 (Fig 2C). A recent publication confirmed that sgRNAs are not
all functional in CRISPRa libraries and it could be interesting to
increase the number of sgRNAs per target and to cover more TSS
per gene (Sanson et al, 2018).

Apart sgRNAs targeting the EGFR promoter, the sgRNAs enrich-
ment in BRAFi-exposed cells was unexpectedly weak (Tables EV5
and EV6). Thus, to select the best BRAFi-resistance genes, we exam-
ined the gene expression levels of these potential BRAFi-resistance
genes identified by CRISPR screen in 12 melanoma cell lines (Fig 2D
and E, Appendix Fig S1). We postulated that BRAFi-resistance genes
are highly expressed in BRAFi-resistant cells (n = 6) as already
demonstrated by other approaches for NRPI, AXL, and NGFR. To
this end, we confronted CRISPR-SAM candidates (identified in
501Mel cells) to gene expression data from six melanoma cell lines

© 2021 The Authors
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Figure 2. Genome-wide CRISPR activation screen identifies BRAFi-resistance genes in cutaneous melanoma.

A CRISPR-SAM workflow. Cell library was exposed to DMSO (solvent of BRAFi) or BRAFi 2 uM (vemurafenib (Vem) or PLX8394 (PB, Paradox Breaker)) during 14 days.
40 x 10° cells per arm. Experiments were done in duplicate.

B Plot showing sgRNAs detected in BRAFi-resistant cells versus in control cells (cell library exposed to DMSO) with a fold change > 1.5. Raw data are available in
Table EVS (BRAFi for PBV). Appendix Fig S1 depicted the comparison Vem vs. PB.

C sgRNAs counts in BRAFi-resistant cells versus in DMSO-exposed cells for EGFR and BIRC3 (BRAFi for PBV, Appendix Fig S1)

D Determination of differentiation states of 12 human BRAF(V600) melanoma cell lines from CCLE according to (Tsoi et al, 2018).

E BRAF(V600) melanoma cell lines from CCLE were distributed in two groups (Sensitive and “intrinsically” Resistant, n = 6 cell lines per group) according to their BRAFi
1Csp (UM, half maximal inhibitory concentrations) (Barretina et al, 2012). Error bars reflect mean =+ s.d.

F  Volcano plot showing the expression levels of BRAFi-resistant genes (identified in 501Mel by CRISPR-SAM screen) in 12 human melanoma cell lines. The fold change
corresponds to the ratio of expression levels found in resistant and sensitive cell lines. In red: selected genes. EGFR is considered as positive control and SMAD3, BIRC3,
and SLC9AS; selected as favorite genes for the next steps. SMAD3, BIRC3, SLC9AS, and AFAPI are BRAFi-resistance genes and potent tumor-promoting genes (Fig 1).
Raw data are available in Table EVS (BRAFi for PBV, Appendix Fig S1)

G Heat map recapitulating the expression levels of the selected hits (red dots in Fig 2F) in BRAFi-resistant and BRAFi-sensitive cell lines. Markers of differentiation (MITF,

MLANA, OCA2, TYRP1, TYR). In red: resistance genes already published (NRP1, AXL, ZEBI, LPAR1). Scale corresponds to Z scores.

Source data are available online for this figure.

that were highly resistant to BRAFi according to the Cancer Cell
Lines Encyclopedia (CCLE) versus six sensitive cell lines (Barretina
et al, 2012; Fig 2E). It is important to note that the CCLE BRAFi-
resistant cell lines are therapy-naive and intrinsically resistant.

We next focused on candidate genes which were both enriched
in CRISPR screen and highly expressed in the majority of BRAFi-
resistance cell lines (Fig 2F and G). To better evaluate the validity of

© 2021 The Authors

our candidate genes identified using this workflow, we added well-
established and validated BRAFi-resistant genes (NRPI, AXL, ZEBI,
and LPARI) (Miller et al, 2014; Konermann et al, 2015; Rizzolio
et al, 2018) and five genes associated with melanoma cell differenti-
ation (MITF, OCA2, MLANA, TYR, and TYRPI) (Levy et al, 2006).
All BRAFi-resistant cell lines presented a dedifferentiated profile as
anticipated. Importantly, our candidate genes including SMAD3,
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SLC9AS, and BIRC3 (Fig 2G, black color) displayed a similar expres-
sion profile than observed for the well-established and validated
BRAFi-resistant genes (Fig 2G, red color), strongly suggesting that
these genes may also confer BRAFi resistance. EGFR and platelet-
derived growth factor receptor (PDGFR)-f showed high expression
only in a few BRAFi-resistant cell lines, as previously observed in
patients (Sun et al, 2014).

Together, our results confirmed the robustness of the functional
in cellulo CRISPR-SAM screen.

Validation of BRAFi SAM-selected resistance genes

To evaluate the contribution of the CRISPR-SAM-selected genes in
BRAFi resistance, we examined the transcriptome of the differenti-
ated cell line M229 (transitory cell state) at different stages during
acquisition of resistance (Fig 3A; Song et al, 2017). As described by
Song et al (2017), cell lines were exposed to chronic exposure to
BRAFi and analyzed at different days of treatment (P: parental cells,
2D: two days of treatment, DTP: drug-tolerant persister cells, DTPP:
drug-tolerant proliferating persister cells, SDR: single-drug-resistant
cell). We observed a sequential upregulation in the expression of
BRAFi SAM-selected genes: a group of genes (MMP2, SEMA3B,
BIRC3, TIPARP, etc) being expressed earlier than a 2nd group (IL6,
EGFR, AFAPI, etc). The majority of the candidates were overex-
pressed while the cells exhibited resistance to a single BRAFi agent
(single-drug resistance, SDR). Comparable results were obtained
with the M238 melanoma cell line (Figs 3B and EV2A). Importantly,
we found that combining the BRAFi with MEKi (DDR) led to compa-
rable upregulation of the BRAFi SAM-selected genes than observed
in cells exposed to BRAFi alone (SDR) (Fig 3C). These results indi-
cate that a common gene expression program can confer resistance
to inhibitors of MAPK pathway as previously reported (Moriceau
et al, 2015; Corre et al, 2018; Lee et al, 2020).

Having shown that combination of BRAFi and MEKi promotes
sequential upregulation of BRAFi SAM-selected genes, we moni-
tored their expression levels in an in vivo preclinical patient-derived
xenograft (PDX) model (Rambow et al, 2018). Using scRNA-Seq,
our collaborators reported the presence of dedifferentiated drug-
tolerant cells exhibiting a neural crest stem cell (NCSC) and invasive
profiles at minimal residual disease isolated from the MEL006 PDX
model (Rambow et al, 2018). Here, we showed that the BRAFi SAM-

Figure 3. Validation of BRAFi SAM-selected resistance genes.
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selected genes were highly and selectively expressed in both of
these cell populations at mRNA level (Fig 3D and E). To reinforce
these observations, we performed SMAD3 immunostainings in four
BRAF-mutant PDXs exposed to BRAF/MEK inhibitors until resis-
tance (recently characterized in (preprint: Marin-Bejar et al, 2020),
Appendix Fig S2A and B). Immunostainings showed the emergence
of SMAD3" cells in Dabrafenib + Trametinib resistant lesions from
the MEL0O03 and MEL006 PDXs in contrast to PDXs characterized by
an intrinsic resistance mechanism (MEL007 and MEL037).

Moreover, we found that EGFR-expressing cells sorted from mela-
noma tumors displayed comparatively high expression levels of the
BRAFi SAM-selected genes (Fig EV2B and C). Importantly, these
EGFR-positive cells are able to proliferate in the presence of BRAFi
and generate BRAFi-resistant colonies (Shaffer et al, 2017). In addi-
tion, high expression levels of the BRAFi SAM-selected genes have
been found in invasive cells when compared to proliferative mela-
noma cell lines (Verfaillie et al, 2015; Fig EV2D). Together, these data
confirm the upregulated expression of BRAFi SAM-selected genes in
cells shown to contribute to relapse, suggesting their involvement in
establishing drug-tolerant and/or resistant phenotypes in vivo.

To evaluate the clinical relevance of the SAM-selected BRAFi-
resistance genes, we compared their expression levels (median) in
two independent BRAFi drug naive/drug-resistant patient cohorts
(Fig 3F and G, n = 21 (Hugo et al, 2015b) and n = 16 (Rizos et al,
2014) patients, respectively). The expression levels of the selected
resistant candidate genes increased during relapse in drug-resistant
patients (48 and 31%). Notably, none of these genes have been
implicated in recurrent gene-amplification events that are some-
times identified in drug-naive lesions (cBioPortal, TCGA; Gao et al,
2013) (Fig EV2E-H). These data indicate that the increase in expres-
sion of the SAM-selected genes in BRAFi-resistant cells is likely
associated with a (non-genetic) dedifferentiation process of mela-
noma cells induced by the therapy. Together, these in vitro and
in vivo gene expression analyses strongly support a BRAFi-resis-
tance function for the SAM-selected genes.

BRAFi-resistance genes promote tumor growth
Long-term effect of BRAFi is reduced by the ability of persister cells

to resist to BRAFi but also to promote the tumor growth (relapse).
Thus, we investigated the capability of the BRAFi-persister cells

A Expression levels of our hits in M229 melanoma cells during the BRAFi-resistance acquisition. P: parental cells, 2D: two days of treatment, DTP: drug-tolerant persister
cells, DTPP: drug-tolerant proliferating persister cells, SDR: single-drug-resistant cells (BRAFi) (Song et al, 2017). Scale corresponds to Z scores.

B Expression levels of our hits in M238 melanoma cells (Song et al, 2017) during the BRAFi-resistance acquisition. Scale corresponds to Z scores.

C Expression levels of our hits in parental, single-drug-resistant (SDR, BRAFi), or dual drug-resistant (DDR, BRAFi + MEKi) SKMel28 melanoma cell lines (Song et al,

2017). Scale corresponds to Z scores.

D T-distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE) plot showing the 4 drug-tolerant states (NCSC (neural crest stem cells), invasive, SMC (starved-like melanoma
cells) and pigmented cells) according to single-cell RNA-seq (scRNA-Seq) performed in PDX MELOO6 model exposed to BRAFi + MEKi (Rambow et al, 2018). Our BRAFi-

resistance genes are mainly expressed in NCSC and invasive cells.

E AUCell score for each drug-tolerant states. ****P < 0.0001, Mann-Whitney test.

F Expression level of our genes (median) in cutaneous melanoma biopsies before the BRAFi treatment (baseline) and during the relapse. Cohort from (Hugo et al,
2015b). The expression level of our BRAFi-resistance genes is increased in relapse samples (48%, n = 21).

G Expression level of our genes (median) in cutaneous melanoma biopsies before the BRAFi treatment and during the relapse. Cohort from (Rizos et al, 2014). The
expression level of our BRAFi-resistance genes is increased in relapse samples (31%, n = 16).

Data information: See also Fig EV2.
Source data are available online for this figure.
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(obtained from the in vitro CRISPR screen, Fig 2) to promote tumor
growth into nude mice. The subset of BRAFi-resistant/persister cells
(Fig 4A) was engrafted (36 x 10° cells, 3 x 10°/mouse), and tumor
growth was monitored (Fig 4B).

These BRAFi-persister cells formed tumors, in contrast to
parental 501Mel cells (Ohanna et al, 2011). We determined the
nature and abundance of sgRNAs present in each emerging tumor

© 2021 The Authors

(Fig 4C and Table EV7), and we detected 97 genes (sgRNAs)
detected in all tumors. Interestingly, we recovered the tumor-
promoting genes SMAD3, BIRC3, and SLC9AS identified above
(Fig 4D). We looked for the enrichment of these sgRNAs in each
tumor developed from persister cells (Fig 4E). EGFR sgRNA was not
frequently enriched in tumors (as previously described for human
melanoma tumors (Prahallad et al, 2012; Sun et al, 2014; Shaffer
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Figure 4. BRAFi-resistance genes promote tumor growth.
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A Workflow to identify genes involved in tumor growth from BRAFi-persister cells. Cell populations were subcutaneously grafted on nude mice flanks (3 x 10° cells per
mouse); Vem-persister cells (n = 11 mice) and PLX8394 (PB)-persister cells (n = 12 mice) (Table EV2). (BRAFi for PBV, Appendix Fig S1)

B Tumor growth curves from BRAFi-persister cells (monitored during 5 months; Table EV2). V for Vem-resistant cells and PB for PLX8394-resistant cells.

C Distribution of sgRNAs in BRAFi-resistant cells (before xenograft) and in the 7 tumors emerging from the BRAFi-resistant cells (log10(SgRNAs counts)). Blue and red
lines indicated the enrichment = 10 fold or = 100 fold (tumors versus BRAFi-resistant cells (in vitro)). Raw data are available in Table EV7.

D From the seven tumors arising from BRAFi-resistant cells, the common genes (enriched) have been extracted. Ninety-seven genes including SMAD3, BIRC3, and

SLCYAS are detected in all these 7 tumors. Raw data are available in Table EV7.

E sgRNAs counts in tumors versus sgRNA detected in BRAFi-resistant cell library (in vitro) (respectively, black and orange points) for selected candidates. Each black
point corresponds to one tumor. EGFR was the most potent BRAFi-resistant gene (Fig 2). Two replicates have been shown for CRISPR-SAM cell library (orange points).
SMAD3, BIRC3, and SLCIAS were identified as hits in the three screens (Figs 1, 2, and 4).

Source data are available online for this figure.

et al, 2017)) in contrast to SMAD3, BIRC3, and SLC9AS5 (Fig 4E and
Appendix Fig S3). Together this suggests that these 3 genes are
potential interesting targets for antimelanoma therapy.

Functional validation of genes involved in BRAFi resistance
and relapse

We focused on the transcription factor SMAD3 as a model gene for
monitoring BRAFi resistance and relapse due to its critical function
downstream of the TGFp pathway. Although this pathway is known
to promote melanoma phenotype switching/dedifferentiation (Sun
et al, 2014), to support melanoma growth (Berking et al, 2001) and
metastasis, little is known about the role of SMAD3 in melanoma
biology and as a modulator of resistance to targeted therapy.

We confirmed that SMAD3 mRNA is highly expressed in dedif-
ferentiated cells (Fig SA-C) and in BRAFi-resistant cells (Fig 2G).

To reinforce the role of SMAD3 in BRAFi resistance, we showed
that gain-of-function of SMAD3 significantly increases the BRAFi
resistance of melanoma cells when compared to different control
cells (parental 501Mel cells and the CRISPR-engineered cells:
501Mel cells expressing dCas9 and HSF1-p65-MS2 (named here
501Mel 2+) and the 501Mel 2+ cells expressing a control guide
(named 3+ backbone; Fig 5D). In addition, we showed that gain-of-
function of SMAD3 also promotes the three-dimensional (3D) tumor
spheroid invasion capability of melanoma cells. Similar results were
obtained for SLC9AS (Figs SE and EV3A). These results strongly
suggest that a high expression level of SMAD3 confers BRAFi resis-
tance and invasion capability in melanoma cells.

Thus, we investigated if SMAD3 impairment re-sensitizes cells to
BRAF inhibitor, using small-interfering RNA (siRNA) (Fig 5F-1). As
the dedifferentiation status correlated with BRAFi resistance, we
selected two BRAFi-resistant cell lines, SKMel28 BRAFi-resistant
cells (SKMel28R, Fig 5F and G; Hugo et al, 2015b) and Mel402
melanoma cells (Fig 5H). In contrast to the SKMel28R, the resis-
tance of which was created by chronic exposure to non-lethal doses
of BRAFi, Me1402 cells are intrinsically resistant.

Surprisingly, the single SMAD3 depletion decreased the cell
density in a similar magnitude than BRAFi treatment in these
BRAFi-resistant cells (Figs 5G and H, and EV3B). The SMAD3 deple-
tion did not modify the ERK pathway (Fig 5I) in contrast to the
BRAFi. The combo (SMAD3 depletion and BRAFi (5 uM)) efficiently
reduced the number of resistant/persister cells in these two cell
lines, suggesting that SMAD3 is an interesting target to limit resis-
tance to BRAFi. Similar results were obtained by targeting BIRC3,
EGFR, IL6, or AQPI (Fig EV3C-J).

© 2021 The Authors
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To transfer this strategy (SMAD3 inhibition + BRAFi) into clinic,
we looked for an efficient inhibitor of SMAD3. We identified the
chemical inhibitor SIS3 (SMAD3 inhibitor, SMAD3i; Jinnin et al,
2006; Wu et al, 2020). Firstly, we validated the inhibitory efficiency
of SMAD3i in melanoma cells since it decreased the levels of phos-
pho-SMAD3 Ser423/425 induced by TGFp (Fig 5J) in accordance
with previous studies (Jinnin et al, 2006; Chihara et al, 2017). Since
the SMAD3 regulation by phosphorylation is not fully understood
and the phospho-SMAD3 Ser423/425 status is not strictly correlated
with SMAD3 transcriptional activity (Ooshima et al, 2019), we eval-
uated the effect of SMAD3i using a reporter assay. We demonstrated
that SMAD3i reduced the transcriptional activity of SMAD3 in
response to TGFP exposure in 4 melanoma cell lines (Fig 5K). To
know if the combination (SMAD3i + BRAFi) could be broadly used
to eradicate persister cells emerging in response to BRAFi treatment,
we selected three melanoma cell lines in function of SMAD3 expres-
sion levels (Fig 5L). The differentiated cells (SMAD3"°") are highly
sensitive to BRAFi (decrease of cell density: > 80% at 5 uM BRAFi,
Fig 5M)) in contrast to dedifferentiated cells (SMAD3™8"), which
are highly resistant to BRAFi (decrease of cell density: ~50% at
5 uM BRAFi, Fig 5M).

We showed that SMAD3i (SIS3) reduced the cell density of all
melanoma cell lines (Fig SN). These results are in agreement with
the SMAD3 knock-down results (Fig 5G and H). Our experiments
also indicated that melanocyte survival is weakly affected by
SMAD3 inhibition (up to 20 uM), in agreement with the non-toxicity
of this inhibitor observed in vivo (Tang et al, 2017; Wu et al, 2020).
The inhibitory effect of SMAD3i on melanoma cells seems to be
associated with the total SMAD3 expression levels (Fig SL). Our
results might suggest that these melanoma cells could be “addicted”
to SMAD3 activity.

We finally investigated the interest to combine BRAFi (Vem, alone
or in combination with MEKi (Cobi)) and SMAD3i (SIS3) to eradicate
the BRAFi-resistant cell lines (SKMel28R, M229R, and M238R)
(Figs 50 and EV3K). We showed that SMAD3 inhibitor alone or in
combination with BRAFi (Vem 5 uM) or BRAFi + MEKi (Cobi 1 uM)
might be a promising treatment to reduce the amount of persister cells
(melanoma). Together, these results identified SMAD3 as an amenable
target to limit resistance to BRAFi and tumor growth.

The transcription factor AhR drives SMAD3 expression
Having shown that SMAD3 expression mediates BRAFi-resistance

and tumor growth, we explored the transcriptional program promot-
ing its expression in BRAFi-resistant melanoma cells. We recently
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reported that the Aryl hydrocarbon Receptor (AhR), a ligand-depen- We postulated that AhR may govern SMAD3 expression in
dent transcription factor is an upstream central node regulating the BRAFi-resistant cells. We identified three putative canonical binding
expression of BRAFi-resistance genes and melanoma dedifferentia- sites for AhR (XRE for xenobiotic responsive element) in the proxi-
tion (Corre et al, 2018; Leclerc et al, 2021; Paris et al, 2021). mal promoter of SMAD3 (Fig 6A) in accordance with chromatin
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Figure 5. Functional validation of genes involved in BRAFi resistance and relapse.
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PCA analysis of melanoma cell lines in function of their dedifferentiation states (generated by the webtool http://systems.crump.ucla.edu/dediff/index.php).

SMAD3 expression increases with melanoma cell dedifferentiation. PCA analysis of SMAD3 expression in melanoma cell lines in function of their dedifferentiation
states. Scale: red color corresponds to a high SMAD3 expression level (unit of the scale: Log, FPKM).

SMAD3 expression in these four subtypes of melanoma cells (U, undifferentiated; NC, neural crest-like; T, transitory; M, melanocytic). Number in each group: U = 10,
NC =14,T =12, M = 17. Error bars reflect mean =+ s.d. Multiple comparisons have been done using ordinary one-way ANOVA **P < 0.01, ***P < 0.001.

SMAD3 gain-of-function increases BRAFi resistance. Determination of BRAFi half maximal inhibitory concentrations (ICs, values) for 501Mel cell lines (Log[Vem] (nM)).
Parental 501Mel cells (n = 5), S01Mel cells expressing dCas9 and HSF1-p65-MS2 (named here 501Mel 2+, n = 5), the S501Mel 2 + cells expressing a control guide
(backbone, n = 5) and the 501Mel 2 + cells overexpressing SMAD3 (n = 3 biologically independent experiments). A representative experiment has been chosen.
Dotted line is used to determine the ICs, values.

SMAD3 and SLC9AS gain-of-function increases invasion capability of melanoma cells. Invasion assays for engineered cell lines (melanoma spheroids): CTR; 501Mel 2+,
SMADS3; 501Mel 2 + cells overexpressing SMAD3. Two other cell lines overexpressing SLC9AS or BIRC3 have been tested. Explanation for ratio calculation is detailed in
Fig EV3A. Results obtained from two biologically independent experiments. (n = 5, 4, 6, and 3 spheroids, respectively). Error bars reflect mean + s.d. Multiple
comparisons have been done using ordinary one-way ANOVA, *P < 0.05, ***P < 0.001.

Characterization of SKMel28 sensitive and resistant cell lines (SKMel28S and SKMel28R). Determination of BRAFi half maximal inhibitory concentrations (ICso values)
(Log[Vem] (nM)). A representative experiment has been chosen among two experiments. Dotted line is used to determine the 1Cso values.

SMAD3 depletion (SIRNA#1 & #2) decreased cell density and increased BRAFi effect (vemurafenib) on BRAFi-resistant cells (SKMel28R). CTR for non-targeting siRNA
DMSO for dimethylsulfoxide (solvent of vemurafenib; BRAFI). n = 3 biologically independent experiments. Each histogram represents the mean =+ s.d.; Multiple
comparisons have been done using ordinary one-way ANOVA, **P < 0.01.

SMAD3 depletion (SIRNA#1 & #2) decreased cell density and increased BRAFi effect (vemurafenib, BRAFi) on BRAFi-resistant cells (Me1402). CTR for non-targeting
siRNA DMSO for dimethylsulfoxide (solvent of vemurafenib). n = 3 biologically independent experiments. Each histogram represents the mean =+ s.d,; multiple
comparisons have been done using ordinary one-way ANOVA, *P < 0.05, ** P < 0.01.

Validation of SMAD3 knock-down by Western blot experiments in Me1402 cells exposed or not to vemurafenib (BRAFi (Vem) 5 uM, 2 days). Cells were exposed to
BRAFi 24 h after siRNA transfection. Vemurafenib inhibitory effect on mutated BRAF was evaluated by analyzing the phospho-ERK1/2 levels. ERK and HSC70 serves
as loading control.

Validation of SMAD3 inhibitor (SIS3, SMAD3). Effect of SMAD3i (10 uM) on the level of phospho-SMAD3 Ser423/425 in response to TGFf (2 ng/ml, 1 h) (or
solvent: HCl 4 mM + Bovine serum albumin 1 mg/ml) in SKMel28R cells (expressing a high endogenous level of SMAD3 mRNA). Serum starved cells (500,000
per well) were pretreated with SMAD3i 10 pM (or control solvent) during 2 h before TGFf addition. SMAD3 and HSC70 serve as loading control for Western
blot experiments.

Inhibitory effect of SMAD3i (SIS3) on the SMAD-responsive luciferase activity. Vector encodes the Firefly luciferase reporter gene under the control of a minimal (m)
CMV promoter and tandem repeats of the SMAD Binding Element (SBE). Cells (10,000 per well) were pretreated with SMAD3i 10 uM or control solvent during 1.5 h,
and next cells were exposed to TGF} 10 ng/ml (or solvent: HCl 4 mM + Bovine serum albumin 1 mg/ml) for 6 h. n = 3 biologically independent experiments. Each
histogram represents the mean + s.d.; Bilateral Student test (with non-equivalent variances); TGFp vs TGF 3+SMAD3i, *P < 0.05, **P < 0.01.

SMAD3, Phospho-SMAD3 Ser423/425, and BIRC3 expression levels in melanoma cell lines. Four subtypes of melanoma cells (U, undifferentiated; NC, neural crest-like;
T, transitory; M, melanocytic) have been compared. 501Mel and M249 cells are melanocytic cells in contrast to dedifferentiated BRAFi-resistant cells (R). Three
couples of melanoma cell lines (Sensitive (S) and (R)) have been used to illustrate the SMAD3 and BIRC3 increases in BRAFi-resistant cell lines. HEK293 cells are used
as control (kidney). HSC70 serves as loading control for Western blot experiments. Each antibody has been evaluated on individual membrane (explaining the three
HSC70, loading controls).

The vemurafenib decreased melanoma cell density. Cell lines have been exposed to Vem (1 or 5 pM, 84 h) to define two groups of cell lines (sensitive (blue) and
“resistant” (red) cell lines). Normal human melanocytes (NEHM) have been used to evaluate the effect of Vem on normal cells (mean of 3 independent donors).
Representative values (mean of biological triplicates) of n = 3 biologically independent experiments.

The SMAD3 inhibitor decreased melanoma cell density. Cell lines have been exposed to SMAD3i (0, 3, 10, 15, or 20 uM, 84 h). The cell lines defined as S and R to
BRAFi in the item 5 M are indicated in blue and red. Normal human melanocytes (NEHM) have been used to evaluate the effect of SMAD3i on normal cells (n = 3
independent donors). The SMAD3i effect on NHEMSs is weak and manageable for these normal cells (NHEM). Representative values (mean of biological triplicates) of
n = 2 biologically independent experiments.

The chemical inhibition of SMAD3 by SIS3 (SMAD3i) improved current therapy effect (BRAFi + MEKi; Vem 5 uM and Cobi 1 puM) on BRAFi-resistant cells (SKMel28R,
M229R & M238R). Cells have been treated as detailed for panel M. Representative values (mean of biological triplicates) of n = 2 biologically independent
experiments.

Data information: Western blot results are representative of at least two independent experiments. Source data and unprocessed original blots are available in
Appendix Fig S2 source data. See also Fig EV3.
Source data are available online for this figure.

immunoprecipitation coupled to massively parallel DNA sequencing
data (AhR ChIP-Seq) showing AhR binding on SMAD3 promoter (Lo
& Matthews, 2012; Yang et al, 2018). To demonstrate the SMAD3
induction by AhR, 501Mel cells were exposed to the most potent
and well-known AhR ligands (TCDD for 2,3,5,7-tetrachlorodibenzo-
dioxin; ITE for 2-(1H-Indol-3-ylcarbonyl)-4-thiazolecarboxylic acid
methyl ester). These AhR ligands increased SMAD3 expression, in
an AhR-dependent manner (Fig 6B). Comparable results were
obtained with a canonical target gene of AhR; the TCCD-induced
poly (ADP ribose) polymerase gene (TIPARP), supporting the role of
AhR in regulating SMAD3 expression (Fig 6C). The need of an acti-
vated AhR-promoting SMAD3 expression was further confirmed by
the use of an AhR antagonist (CH-223191) in SKMel28 cells
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(Fig 6D). Long-term chemical inhibition of AhR activity reduced
SMAD3 and TIPARP expression levels. In accordance with these
results, SMAD3 expression levels decreased in AhR KO SKMel28
cells (Fig 6E).

Together, our results support the hypothesis that AhR
activity drives SMAD3 expression along with the acquisition of
BRAFi resistance.

SMADS3 drives phenotype switching and resistance to
melanoma therapies

To explore the mechanism underlying therapy sensitization upon
SMAD3 inhibition, we examined the transcriptional program
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regulated by SMAD3 (Fig 7). We hypothesized that the transcription
factor SMAD3 may regulate the expression levels of several resistant
genes and thereby induce a multifactorial effect, in which multiple
drug resistance pathways are activated. We compared the SMAD3
ChIP-Seq (Ramachandran et al, 2018) data to BRAFi-resistance gene
sets established from three different sources, namely the enclosed
screen, the screen performed in A375 (Konermann et al, 2015), and
other established BRAFi-resistance genes such as AXL or NRPI
(Fig 7A). We established a list of SMAD3-regulated genes, which
includes SLIT2, RUNX2, NRP1, MMP2, JUNB, ITGBS, AXL, AFAPI,

Arthur Gautron et al

and EGFR (SMAD3-signature). We next showed that basal SMAD3-
signature is higher in the three BRAFi-resistant cell lines when
compared to parental cell lines (SKMel28S, M229S, and M238S)
(Fig 7B). The stimulation of the TGFB-SMAD3 pathway by the
recombinant TGFB promoted the SMAD3 signature in these mela-
noma cell lines (Fig 7C). The inducibility is higher in parental cell
lines (S) since the basal expression level of genes forming the
SMAD3 signature is weak in parental cells (Fig 7B). Next, we exam-
ined the SMAD3 signature in a large panel of melanoma cell lines
representative of the distinct differentiation states (U - NC -T - M)
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Figure 6. The Transcription Factor AhR Drives SMAD3 Expression.

EMBO Molecular Medicine

A AhR binding sites (xenobiotic responsive element (XRE); GCGTG) in human SMAD3 proximal promoter.

B AR activation by exogenous and endogenous ligands promotes SMAD3 induction. 501Mel cells AhR wild-type or knockout have been exposed to exogenous and
endogenous AhR ligands; TCDD (5 nM) or ITE (10 uM) or the solvent (DMSO) during 10 days. n = 5 biologically independent experiments for AhR WT cells and n = 3
for AhR KO cells. Each histogram represents the mean = sd.; multiple comparisons have been done using ordinary one-way ANOVA, ***P < 0.001.

C AhR activation by exogenous and endogenous AhR ligands promotes TIPARP induction. 501Mel cells have been treated as described in B. n = 5 biologically
independent experiments for AhR WT cells and n = 3 for AhR KO cells. Each histogram represents the mean = s.d.; multiple comparisons have been done using

ordinary one-way ANOVA, **P < 0.01, ***P < 0.001.

D AhR antagonist (CH-223191) reduces SMAD3 and TIPARP expression levels. SKMel28 cells (AhR wild type) have been exposed to CH-223191 (5 pM) or the solvent
(DMSO) during 7 days. n = 6 biologically independent experiments. Each histogram represents the mean - s.d.; Bilateral Student test (with non-equivalent

variances): ***P < 0.001.

E Loss of AR reduces SMAD3 expression levels. SMAD3 expression has been investigated in SKMel28 cells AhR wild-type (WT) or knockout (KO). SKMel28R has been
obtained from SKMel28S by chronic exposure to non-lethal doses of BRAFi (Hugo et al, 2015b). R for BRAFi-resistant SKMel28 cells and S for sensitive. n = 2

biologically independent experiments. Each histogram represents the mean + sd.

Source data are available online for this figure.

(n = 53) (Fig 7D) and cutaneous melanoma (n = 118, TCGA cohort,
tumors not exposed to targeted therapy; Fig 7E). The SMAD3 signa-
ture correlated with a dedifferentiation status as suggested above
(Figs 2G and 5B, and EV4A). Importantly, a subset of BRAF(V600E)
melanoma patients (~20%) expressing the SMAD3-signature was
identified (Fig 7E), suggesting that these tumors contained dedif-
ferentiated melanoma cells with potential intrinsic resistance to
BRAFi. In addition, SMAD3 signature could be useful to clinicians to
propose immune checkpoint immunotherapy to their patients since
SMAD3 signature identified anti-PD1 non-responders (prior the
selection of the treatment) (Fig 7F). Therefore, these results strongly
suggest that the SMAD3-signature may be useful to identify a popu-
lation of pre-existing drug-resistant cells within drug-naive lesions.
To further illustrate the clinical relevance of our results, we assessed
the expression levels of the SMAD3 signature in drug-naive and
BRAFi-resistant patients using publicly available dataset. SMAD3
signature increased in 14/16 patients exposed to BRAFi (baseline vs.
relapse, Fig 7G). Altogether, these results indicated that the SMAD3
signature is associated with resistance to both current melanoma
therapies.

The analyses of the SMAD3 signature in tumor samples highlighted
the tumor heterogeneity (mRNA expression level of genes forming the
SMAD3 signature is variable between patients, and all genes forming
the SMAD3 signature are not high in each tumor.). As expected, this
heterogeneity has been retrieved in melanoma cell lines (Fig 7H). In
response to SMAD3 depletion, AXL and EGFR decreased in the two
models in contrast to other genes such as MMP2, which decreased in
only one model. Altogether, our results indicate that the SMAD3
signature assessment is probably more appropriate than quantification
of specific mRNAs such as EGFR or SLIT2 to track pre-existing drug-
resistant cells within drug-naive lesions.

As the shift toward the mesenchymal-like state confers broad
resistance to therapies (Redfern et al, 2018), we postulated that the
SMAD3 signature may be associated with this particular dedifferen-
tiated phenotype. Comparing the SMAD3 signature with the classi-
cal mesenchymal-like signature (Mak et al, 2016) of melanoma
(TCGA cohort) highlighted a significant correlation (Figs 7I and
EV4A). To further confirm the link between the SMAD3 signature
and a mesenchymal state, we searched for similarities with other
mesenchymal states identified in two other cancers (glioblastoma
[GBM] and hepatoma). As described for the cutaneous melanoma,
different differentiation states have been characterized for GBM
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(proneural, classical, and mesenchymal GBM) (Jin et al, 2017). We
found that the SMAD3 signature overlaps with the mesenchymal
GBM signature (Fig 7J). Mesenchymal GBM is the most aggressive
GBM usually associated with poor overall survival (Patel et al, 2014;
Jin et al, 2017). The SMAD3 signature was also associated with
epithelial-mesenchymal transition (EMT) in hepatoma (Fig EV4B
and C).

Altogether, these results indicate that the transcription factor
SMAD3 and its downstream target genes confer resistance to
targeted therapies by promoting a mesenchymal-like phenotype.
Our work identifies AhR-SMAD3 axis as a target to overcome ther-
apy resistance of melanoma.

Discussion

Targeted therapy and immunotherapy have greatly improved the
prognosis of patients with cancer, but resistance to these treatments
restricts the overall survival of patients. Increasing evidence indi-
cates that transcriptomic reprogramming is associated with persister
cell emergence (Puisieux et al, 2014; Bai et al, 2019) but the mecha-
nism underlying resistance from this pool of cells remains elusive.
Targeting tumor-promoting genes leading reprogramming could
therefore constitute an attractive approach to prevent relapse, at
least in some specific contexts (Bailey et al, 2018). Here, using a
whole genome approach, we searched for pathways that trigger the
transcriptional reprogramming of persister cells into drug-resistant
cells. Based on CRISPR screen, data mining, and in vivo experi-
ments, we identified and validated three genes (SMAD3, BIRC3, and
SLCYAS) able to promote both BRAFi-resistance and tumor growth.
Our work expands our understanding of the biology of persister cells
and highlights novel drug vulnerabilities that can be exploited to
develop long-lasting antimelanoma therapies.

Even if CRISPR-SAM screen is a leading-edge genetic tool, several
concerns must be considered. As observed for all screening
approaches, false positives and false negatives are engendered
rendering the validation experiments a crucial step. In this study,
we clearly showed that the number of sgRNAs per target is an
important parameter. For our best hit, EGFR, only two sgRNAs were
enriched in BRAFi-treated cells. Thus, it is highly likely that we
missed interesting BRAFi-resistance genes (false negatives) due to
the number of sgRNA/gene (at least 3 sgRNAs/gene in this library).
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A recent publication confirmed that sgRNAs are not all functional in
CRISPRa libraries and it could be interesting to increase the number
of sgRNAs per target and to cover more TSS per gene (Sanson et al,
2018). Interestingly, the sgRNA library used in our study displays
for several genes up to 27 sgRNAs. These sgRNAs target different
isoforms (or TSS) of these genes. By examining the sgRNAs target-
ing SMAD3, we found that 2 sgRNA are enriched (BRAFi resistance)

Arthur Gautron et al

(Fig EVS). These two sgRNAs promote the expression of the longest
SMAD3 isoform; the SMAD3 mRNA expressed in our model (501Mel
cells) (Fig EVSA-E). It is important to note that the nine other
sgRNAs targeting SMAD3 are not able to confer the BRAFi resistance
since they target other SMAD3 isoforms. Based on these observa-
tions, we believe that mRNA isoforms identified by RNA sequencing
should be considered during the sgRNAs selection for each model.
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Figure 7. SMAD3 drives phenotype switching and resistance to melanoma therapies.

A SMAD3 signature has been established by comparing BRAFi-resistance genes and SMAD3-regulated genes identified by chromatin immunoprecipitation followed by

DNA sequencing (ChIP-Seq) (Ramachandran et al, 2018).

B Basal SMAD3 signature in six melanoma cell lines (S for sensitive to BRAFi and R for Resistant). n = 2 biologically independent experiments. Each histogram

represents the median with interquartile range.

C Inducibility of SMAD3-signature in six melanoma cell lines exposed to TGF-B (10 ng/ml, 48 h). Data were normalized to cell lines exposed to solvent (4 mM
HCI + 1 mg/ml human BSA). Values obtained with the TGF-p stimulated M238R cell line have been set to 1. n = 2 biologically independent experiments. Each

histogram represents the median with interquartile range.

D SMADS3 signature discriminates differentiation states of 53 melanoma cell lines (Tsoi et al, 2018). The SMAD3 signature in four subgroups of melanoma cell lines. Each
point represents a cell line (n = 17, 12, 14, and 10, respectively, for melanocytic, transitory, neural crest-like, and undifferentiated cell lines); each histogram
represents the median with interquartile range; multiple comparisons have been done using ordinary one-way ANOVA; **P < 0.01, ***P < 0.001.

E Heat map depicting mRNA levels of SMAD3 signature in BRAF (V600E) non-treated melanoma patients (dataset from TCGA; SKCM, BRAF(V600E) mutated: n = 118).
Three pigmentation genes (MITF, MLANA, and TYR) have been added to highlight the differentiation states of tumors. ~20% of tumors are considered as
dedifferentiated tumors (red box) with a high SMAD3 signature. Scale corresponds to Z scores.

F SMADS3 signature in pre-treatment biopsies from responders and non-responders to anti-PD-1 treatment (from Hugo's cutaneous melanoma cohort, n = 15 and 13,
respectively) (Hugo et al, 2016). Each histogram represents the median with interquartile range, one-tailed Mann-Whitney test; *P = 0.0324.

G SMADS3 signature in two groups (before BRAFi treatment or during relapse) of VEOOE patients from Rizos's cohort (Rizos et al, 2014) (14 on 16 patients displayed an

upregulation of SMAD3 signature during relapse).

H SMADS3 depletion decreases expression of SMAD3-regulated genes. SMAD3 knock-down by siRNA decreased mRNA expression of BRAFi-resistance genes in SKMel28R
and Me1402. NRP1 mRNA was not detected in our experimental conditions. n = 3 biologically independent experiments. Each histogram represents the mean =+ sd.;
Bilateral Student test (with non-equivalent variances) *P < 0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001. Dotted line highlights the value of 1.

| SMADS3 signature overlapped with mesenchymal signature in melanoma tumors (TCCA, n = 459) (Akbani et al, 2015). Melanocytic signature highlights the
differentiation states of tumors (Corre et al, 2018). SMAD3 signature and mesenchymal signature correlate in melanoma tumors (TCGA, n = 459) (Mak et al, 2016).

Scale corresponds to Z scores.

] The SMAD3 signature overlaps with the glioblastoma mesenchymal subtype (Jin et al, 2017). Scale corresponds to Z scores.

Source data are available online for this figure.

By this way, it would be easy to disqualify a part of the sgRNAs of
the library targeting weakly expressed isoforms. This attitude could
increase the score per isoform. In other words, the use of the z-score
calculated per gene may discard interesting candidates. So, an anal-
ysis based on RNA isoforms could reduce the false negatives.

The second lesson of this CRISPR screen is the weak sgRNAs
enrichment in BRAFi-exposed cells. Except for EGFR, the sgRNAs
enrichment is about 2. Despite these values, we showed that these
candidates are robust as for SMAD3 (in vitro, in vivo, and in
patients). It is tempting to explain this fact by the duration of treat-
ment (BRAFi exposure) and the dose (2 uM). By increasing the dose
(i.e., 5 uM), we showed that BRAFi killed more than 90% of
501Mel cells in four days (Fig SM). This protocol is not achievable
because it would induce too many false negatives. The other option
consists to increase the duration of BRAFi treatment (and keep a
low BRAFi concentration, i.e., 2 uM). However, a recent publication
demonstrated that a long-term BRAFi exposure promotes a dedif-
ferentiation process conferring BRAFi resistance (Tsoi et al, 2018;
Bai et al, 2019). This alternative protocol could be perilous by
inducing cell resistance to BRAFi independently of the sgRNA
expression. Here, we selected a melanoma cell model exhibiting a
differentiated profile as the vast majority of metastatic melanoma
tumors (89% in the TCGA cohort), a short period of treatment
(14 days) and an intermediate dose of BRAFi (2 uM). In fact, we
followed, except the cell line, the protocol established by Feng
Zhang's laboratory, who developed the CRISPR-SAM library (Koner-
mann et al, 2015). The differentiation status of the cell line could be
important since the transactivation mediated by CRISPR-SAM is
possible only for active promoter in basal condition and the magni-
tude of transactivation relies on the basal expression level. Here, we
showed that 501Mel cells express low level of SMAD3 in basal
condition and the transactivation obtained by CRISPR-SAM is
substantial (Fig 1I). Moreover, SMAD3 is a transcription factor
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which promotes the expression of various genes including potent
BRAFi-resistance genes (AXL and EGFR). The robust transactivation
of genes encoding a transcription factor, a transporter, or an enzyme
is more inclined to be enriched with our protocol, especially if the
basal gene expression is low. Here, we identified and validated
in vitro and in vivo the transcription factor SMAD3 and the trans-
porter SLC9AS, validated in vitro and in vivo.

BRAFi resistance relies, at least in part, on the phenotypic plastic-
ity of melanoma cells (Tsoi et al, 2018; Rambow et al, 2018; Corre
et al, 2018). These cells may escape the deleterious effect of drug
combinations such as BRAFi + MEKi. Among these cells, those
harboring a mesenchymal-like phenotype (usually named invasive
cells) display high intrinsic resistance to MAPK therapeutics
(Konieczkowski et al, 2014; Miiller et al, 2014; Verfaillie et al, 2015;
Shaffer et al, 2017). Enrichment in AXL"®" subpopulation (consid-
ered as invasive and mesenchymal-like cells) is a common feature
of drug-resistant melanomas (Miller et al, 2014; Konieczkowski
et al, 2014). Targeting mesenchymal-like cells using an antibody-
drug conjugate, AXL-107-MMAE, showed promising effects in a
preclinical model of melanoma (Boshuizen et al, 2018). The emer-
gence of AXLME" cells is currently explained by the decrease in MITF
activity, but the mechanism of resistance to MAPK therapeutics
remains unclear. Here, we demonstrate that the AhR-SMAD3 axis
governs the expression levels of potent BRAFi-resistance genes,
including AXL, EGFR, and MMP2.

The dedifferentiation process, conferring BRAFi resistance,
requires transcriptomic reprogramming by transcription factors.
Retinoic acid receptor gamma (RXRy) was identified as a crucial
transcription factor that promotes the emergence of the drug-toler-
ant subpopulation of NCSCs (Rambow et al, 2018). An increase in
AXLM8Mpositive cell population was reported following MAPK inhi-
bition in the presence of an RXRy antagonist. This increase may
explain why this co-treatment only delays but does not completely
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prevent relapse in PDXs (preprint: Marin-Bejar et al, 2020). This
confirms the need to develop strategies that prevent melanoma
dedifferentiation during BRAFi treatment. Thus, our data strongly
suggest that SMAD3 is a key transcriptional factor involved in the
emergence of drug-resistant mesenchymal-like cells in response to
MAPK and identify a clinically compatible approach (SMAD3i) that
might abrogate such a trajectory. Other transcription factors have
been associated to BRAFi resistance such as JUN (Titz et al, 2016)
and AhR (Liu et al, 2017; Corre et al, 2018). We recently showed
that a sustained AhR activation promotes the dedifferentiation of
melanoma cells and the expression of BRAFi-resistance genes (Corre
et al, 2018). As proof-of concept, we demonstrated that differenti-
ated and BRAFi-sensitive cells can be directed toward an AhR-
dependent resistant program using AhR agonists. To abrogate the
deleterious AhR sustained-activation, we identified Resveratrol, a
clinically compatible AhR antagonist. Combined with BRAFi,
Resveratrol reduces the number of BRAFi-resistant cells and delays
relapse. Recently, an independent team confirmed that AhR inhibi-
tion is reachable in vivo using other AhR antagonists (Kyn 101,
Ikena Oncology, or the CH-223191; Campesato et al, 2020) to
improve the melanoma therapy. AhR antagonists validated in mice
are currently evaluated in clinical trials (NCT04200963, Ikena
Oncology) and (NCT04069026, Bayer). In addition, a water-soluble
SMAD3 inhibitor has been recently published for the in vivo treat-
ment (Wu et al, 2020), suggesting that clinical trials should start
soon. Another option overcoming the potential pharmacological
caveat would be to use antisense oligonucleotides (ASO) targeting
AhR or SMAD3 (Leclerc et al, 2021). We and others demonstrated in
melanoma that ASO strategy is feasible in wvivo by targeting
SAMMSON mRNA and the IncRNA TYRPI (Leucci et al, 2016; Gilot
et al, 2017).

In this study, we propose an AhR-SMAD3 impairment as a strat-
egy to overcome melanoma resistance. Recently, conditional dele-
tion of Smad?7, a negative regulator of TGF-B/SMAD pathway, led to
sustained melanoma growth and at the same time promoted metas-
tasis formation (Tuncer et al, 2019), confirming that TGF-B/SMAD
pathway is a promising target for melanoma (Javelaud et al, 2007).
In addition, Rizos’s team further illustrated the link between the
TGF-p and melanoma therapy resistance. They showed that TGF-B
promotes a dedifferentiation phenotype, which is a common mecha-
nism of resistance to PD-1 inhibitors (Lee et al, 2020).

Several questions remain unsolved. We previously reported that
activated AhR reprograms the transcriptome of melanoma cells
mediating BRAFi resistance. In this study, we demonstrate that a
SMAD3-regulated gene expression program promotes therapy resis-
tance in cutaneous melanoma and EMT. Importantly, SMAD3
expression levels during resistance acquisition are dependent, at
least in part, on AhR. Thus, it would be interesting to precisely
define the role of AhR and SMAD3 in the induction of each BRAFi-
resistance gene. To date, no physical interaction between AhR and
SMAD3 proteins has been reported, suggesting that AhR acts as an
upstream regulator of SMAD3 axis. It is noteworthy that the
increased expression levels of SMAD3 by AhR expands the possibil-
ity of fine tuning gene expression since SMAD3 interacts with
SMAD?2 but also with JUN, TEADs, and YAP1 (Zhang et al, 1998;
Fujii et al, 2012; Piersma et al, 2015). Because these three transcrip-
tion factors have also been associated with therapies resistance in
melanoma (Nallet-Staub et al, 2014; Ramsdale et al, 2015; Verfaillie
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et al, 2015; Hugo et al, 2015b), our results suggest that regulation of
BRAFi-resistance genes expression is multiparametric and probably
more sophisticated than initially though. Nonetheless, the elucida-
tion of these transcriptional programs and networks governing
BRAFi-resistance genes and relapse is important for optimal
target selection and the development of rationale and effective
combination strategies.

BRAFi resistance may be achieved through the exposure of
melanoma cells to TGF-B, demonstrating that transcriptome repro-
gramming may confer resistance without the need for pre-existing
or de novo mutations (Viswanathan et al, 2017). The TGF-p path-
way promotes a shift toward the mesenchymal state (Antony et al,
2019). The resulting dedifferentiation modifies the expression of
the adhesion molecules in the cell, supporting a migratory and
invasive behavior. Together, our results strongly indicate that the
SMAD3-regulated genes are critical players in melanoma resistance
to therapies by promoting an EMT-like process. EMT reversal
represents a powerful approach, as it may reduce the invasive
behavior of cancer cells and favor re-differentiation, synonymous
of a decrease in BRAFi-resistance gene expression (Giannelli et al,
2014; Roddén et al, 2015). By combining anti-EMT drug and
targeted therapy such as SMAD3i and BRAFi, we should efficiently
reduce amount of persister cells. We anticipate that SMAD3 inhibi-
tion should limit the risk of resistance to therapies, since a
decrease of expression levels of several BRAFi-resistance genes is
obtained with SMAD3i (SIS3). SMAD3 inhibition is expected to be
more efficient than inhibitors targeting single downstream targets
such as AXL or EGFR. In conclusion, our work highlights novel
drug vulnerabilities that can be exploited to develop long-lasting
antimelanoma therapies.

Given the plasticity of melanoma cells and the capability of
tumor microenvironment to produce TGF-p (Chakravarthy et al,
2018), our work also warrants further investigation of the source of
TGF-B as another approach to prevent acquisition of the therapy-
resistant mesenchymal phenotype.

Materials and Methods

Reagents

® DMSO-—Sigma-Aldrich (D8418)

® BRAF inhibitors: Vemurafenib (PLX4032)—Selleckchem (RG7204);
Paradox Breaker (PLX8394)—MedChemExpress (HY-18972)

® SMAD3 inhibitor: SIS3—Santa Cruz Biotechnology (sc-222318)

e MEK inhibitor: Cobimetinib—Selleckchem (GDC-0973)

® 2,3,7,8-TCDD (TCDD)—Sigma-Aldrich (48599)

® 2-(1H-Indol-3-ylcarbonyl)-4-thiazolecarboxylic acid methyl ester
(ITE)-—MedChemExpress (HY-19317)

® CH-223191—Selleckchem (S7711)

e TGF-p recombinant—Santa Cruz Biotechnology (240-B-010)

® BIRC inhibitor: Birinapant—Selleckchem (S7015)

Cell lines and culture conditions
501Mel, Mel402, and HEK293T cell lines were obtained from ATCC.

SKMel28 S & R cell lines were obtained from J.C Marine’s laboratory
at VIB Center for Cancer Biology, VIB, Leuven, Belgium. 501Mel
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and SKMel28 AhR knockout cell lines have been established as
previously described (Corre et al, 2018). M229S, M229R, M238S,
M238R, and M249 were obtained from Thomas Graeber’s laboratory
at department of Molecular and Medical Pharmacology, University
of California, Los Angeles, USA. All melanoma cell lines were grown
in humidified air (37°C, 5% CO,) in RPMI-1640 medium (Gibco
BRL, Invitrogen, Paisley, UK) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) (PAA cell culture company) and 1% penicillin-strepto-
mycin (PS) antibiotics (Gibco, Invitrogen). HEK293T was grown in
DMEM (Gibco BRL, Invitrogen, Paisley, UK) supplemented as mela-
noma cell lines media. SKMel28R, M229R, and M238R are cultivated
in presence of 0.1 uM vemurafenib. All cell lines have been routi-
nely tested for mycoplasma contamination (Mycoplasma contamina-
tion detection kit; rep-ptl; InvivoGen—San Diego—CA).

CRISPR-SAM screens

A detailed protocol is available as supplementary Methods. Briefly,
lentiviral productions have been performed as recommended
(http://tronolab.epfl.ch), using HEK293T cells, psPAX2, pVSVG,
and vectors required for CRISPR-SAM according to Zhang lab
(Joung et al, 2017). Infections were performed overnight in presence
of 4 or 8 ug of polybrene per ml. All vectors have been provided by
Addgene. SgRNA Library was amplified and prepared as described
by Zhang Lab (Joung et al, 2017). 501Mel cells were transduced to
stably express dCAS-VP64 (cat. no. 61425) and MS2-P65-HSF1 (cat.
no. 61426), before to transduce them with SAM sgRNA library
(lentiSAMv2, 3-plasmid system, cat. no. 1000000057) at a MOI of
0.2. Infected cells have been selected using antibiotics: Blasticidin
(2 ng/ml, 5 days), Hygromycin B (200 pg/ml, 5 days), and Zeocine
(600 ng/ml, 5 days). In vitro CRISPR-SAM screens (Fig 2) were
conducted as described by Zhang laboratory (Joung et al, 2017).
The 501Mel cells expressing the sgRNA library were split into three
groups: DMSO (solvent for BRAFi), vemurafenib (PLX4032, 2 uM,
Selleckchem), and Paradox Breaker (PLX8394, 2 uM, MedChemEx-
press). After 14 days, resistant cell populations have been amplified.
A minimum of 36 x 10° cells has been pellet and further sgRNA
enrichment analysis. Cell libraries have been cryopreserved at
—80°C for further in vivo experiments. The results presented are
pooled data from two independent screens. To generate 501Mel cells
overexpressing individually SMAD3, BIRC3, or SLC9AS5, 501Mel
expressing dCAS-VP64 and MS2-P65-HSF1 were transduced to
stably express specific sgRNAs (Table EV8). Infected cells have been
selected using zeocin (600 pg/ml, 5 days). Manipulations of lenti-
virus were performed in the biosafety level 3 containment labora-
tory core facility of the Biology and Health Federative Research
Structure of Rennes (Biosit).

Xenograft

Nude mice (4 weeks) were purchased from Janvier Labs and main-
tained under specific pathogen-free conditions in our accredited
animal house (A 35_238_40). The animal study follows the 3R (re-
place_reduce_refine) framework and has been filed with and
approved by the French Government Board (No. 04386.03). Animal
welfare is a constant priority: animals were thus euthanized under
anesthesia. No blinding was done for animal studies. The animals
were randomly allocated into different groups.
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To identify tumor-promoting genes in vivo (Fig 1D), two cell
populations were subcutaneously xenografted on female NMRI nude
mice flanks (3 x 10° cells per mouse); 501Mel (6 mice) and 501Mel
CRISPR-SAM cell library (10 mice, Table EV2) for Fig 1. For xeno-
graft of other libraries (Fig 4): Vem-persister cells (n = 11 mice) and
(PLX8394)-persister cells (n = 12 mice) (Table EV7). Tumor volume
was assessed according to the formula V = (W(2) x L)/2, during
20 weeks. After mice sacrifice, tumors were sampled and conserved
at —80°C for further sgRNA enrichment analysis.

For individual validation of tumor-promoting genes (Fig 1H-K):
3 x 10° of 501Mel cells overexpressing either SMAD3, BIRC3, or
SLC9AS were subcutaneously xenografted on female NMRI nude
mice flanks (6 mice per group). In each group, mice were injected
on both flanks: sgRNA 1 on right flank and sgRNA 2 on left flank
(see Table EV8 for sgRNA sequences). Tumor growth was assessed
as previously described (Gilot et al, 2017) until the endpoint
(600 mm?).

In order to identify BRAFi-resistance and tumor growth genes
in vivo (Fig 4), three cell populations were subcutaneously xeno-
grafted on female NMRI nude mice flanks (3 x 10° cells per mice);
501Mel (6 mice), 501Mel CRISPR-SAM vemurafenib resistant (10
mice), and 501Mel CRISPR-SAM Paradox Breaker resistant (12 mice).
Tumor growth was assessed as previously described (Gilot et al,
2017), during 20 weeks. After mice sacrifice, tumors were sampled
and conserved at —80°C for further sgRNA enrichment analysis.

These experiments are compliant with all relevant ethical regula-
tions regarding animal research.

sgRNA enrichment analysis

Genomic DNAs from cell pellets (>36.10° cells) and tumors
(> 400 mg) were extracted using the Zymo Research Quick-gDNA
MidiPrep according to the manufacturer’s protocol. PCR amplifi-
cations and quality controls have been done as described by Zhang
laboratory (Joung et al, 2017).

sgRNA sequencing

Sequencing was performed by the Human & Environmental Geno-
mics core facility of Rennes on a HiSeq 1500 (Rapid SBS kit v2
1x100 cycles, llumina). Base Calling was performed with [llumina’s
CASAVA pipeline (Version 1.8).

Bioinformatic analysis of sgRNA and gene hits

Data processing was conducted using the MAGeCK v0.5.6 soft-
ware (Li et al, 2014). Briefly, read counts from different samples
are first median-normalized to adjust for the effect of library sizes
and read count distributions (mageck count with option: norm-
method median). Then, in an approach similar to those used for
differential RNA-Seq analysis, the variance of read counts is esti-
mated by sharing information across features and a negative
binomial model is used to test whether sgRNA abundance differs
significantly between the treatment conditions and the DMSO
control. Positively or negatively selected sgRNA are ranked
according to adjusted P-values (false discovery rate) and gene log
fold changes computed with the modified robust ranking aggrega-
tion algorithm implemented in MAGeCK (mageck test with
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options: norm-method median,
andadjust method fdr).

gene-lfc-method alphamedian,

RNA interference

All siRNAs were transfected at 66 nM using Lipofectamine
RNAIMAX (Invitrogen). For survival assay, 4,000 cells were seeded
in 96-well plates, in quadruplicates. The following day, cells have
been FBS-starved (1% FBS overnight). Thirty-six hours after trans-
fection, cells were exposed to DMSO or BRAFi (vemurafenib
(PLX4032); Selleckchem; 1 uM). After 84 h of treatment, cell
density was measured by methylene blue assay, as previously
described (Gilot et al, 2011). For RNA analysis, 50,000 cells were
seeded in 12-well plates. Cells were harvested 48 h after transfec-
tion. All siRNAs were purchased from IDT DNA (Table EV8).

Treatment experiments

8,000 (SKMel28R) or 12,000 (Mel402) cells were seeded in 96-well
plates, in quadruplicates. For SMAD3i + vemurafenib combination
treatment: 5,000 (501Mel) or 8,000 (M249, SKMel28R) cells were
seeded in 96-well plates, in triplicates. Cells were exposed, 6 h after
seeding, to either DMSO, BRAFi (vemurafenib; 5 uM), or MEKi (Cobi,
1 uM) or combination BRAFi (5 uM) + SMAD3i (0, 3, 10, 15, or
20 uM or solvent) + MEKi (1 uM) for 4 days. 8,000 (SKMel28R) or
12,000 (Me1402) cells were seeded in 96-well plates, in quadruplicates.
For Birinapant treatment (96 h): cells were exposed, 6 h after seeding,
to either DMSO or Birinapant (100 nM). Cell density was evaluated
using methylene blue assay, as previously described (Gilot et al, 2011).

Half maximal inhibitory concentrations (ICso values)

Cell sensitivity to vemurafenib or SMAD3i (SIS3) has been estab-
lished by cell density measurement and calculation of the ICsy using
GraphPad (PRISMB.O@) as previously described (Corre et al, 2018).
5,000 (501Mel) or 8,000 cells (other cell lines) were plated and
exposed to inhibitor(s) at indicated concentrations for 4 days. Cells
have been exposed to inhibitors 6 h after plating.

Melanoma spheroids

Spheroids were prepared using the liquid overlay method. Briefly,
500 pl of melanoma cells (10,000 cell/ml) were added to a 24-well
plate coated with 1.5% agar (Invitrogen). Plates were left to incubate
for 72 h; by this time, cells had organized into 3-dimensional (3D)
spheroids. Spheroids were then harvested and added into 1 ml of a
solution of collagen I (2 mg/ml — Corning) with MEM 1X (Gibco),
acetic acid 0.02N and neutralization buffer (HEPES 200 mM pH 7.4;
sodium bicarbonate 2.2%; NaOH 0.2 N). The suspension was then
added to a 12-well plate coated with 1.5% agar. Normal medium
was overlaid on top of the solidified collagen after 2 h of incubation.
After 48 h, medium was renewed. Pictures of the invading spheroids
were monitored at different times using a Zeiss microscope.

RNA extraction and RT-qPCR expression

Experiments have been done as previously described (Gilot et al, 2017).
Primers used for RT-qPCR experiments are available in Table EVS8.
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Western blot experiments

Experiments were performed as previously described (Gilot et al,
2017). Membranes were probed with suitable antibodies and signals
were detected using the LAS-3000 Imager (Fuji Photo Film). The
primary and secondary antibodies are described in Table EV8.

SMAD-luciferase assay

Experiments are based on the SMAD-responsive element: Cignal
Lenti SMAD Reporter (luc) (CLS-017L from Qiagen) and as control
the Cignal Lenti Negative Control (luc). The SMAD-responsive luci-
ferase vector encodes the Firefly luciferase reporter gene under the
control of a minimal (m)CMV promoter and tandem repeats of the
SMAD Binding Element (SBE). Melanoma cells line were infected as
previously described (Gilot et al, 2017), and infected cells were
selected using antibiotic selection (puromycin 2 pg/ml, 7 days).
Cells were exposed to TGFB + SMAD3i as detailed in Fig 5K legend.
Luciferase assays were then performed with a Promega kit accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Data were expressed in arbi-
trary units, relative to the value of luciferase activity levels found in
TGFpB-exposed cells, arbitrarily set at 100%. Firefly luciferase activ-
ity was normalized to protein content using Bicinchoninic Acid Kit
from Sigma-Aldrich® and measured with using a luminometer (Cen-
tro XS3 LB960, Berthold Technologies).

Immunohistochemistry

Tissue samples from representative lesions (preprint: Marin-Bejar
et al, 2020) were collected and fixed in 4% paraformaldehyde for
24 h and then processed for paraffin embedding (HistoStar™
Embedding Workstation). Sections of 5 um of thickness obtained
from the paraffin-embedded tissues (Thermo Scientific Microm
HM355S microtome) were mounted on SuperFrost™ Plus Adhesion
slides (Thermo Scientific).

Immunofluorescence with and without tyramide
signal amplification

Antibody targeted SMAD3 was used for detecting the following
protein: (rabbit, 1:100, Cell Signaling Technologies, #9513, incuba-
tion for 30 min at RT).

Furthermore, the Akoya Opal Polaris 7 Color Automation IHC
Detection Kit (Akoya, NEL871001KT) was used for the tyramide
signal amplification according to the manufacturer’s protocol. All
dewaxing and staining steps were performed using the Leica Bond
RX slide stainer with the standard settings of the Opal 7-color (v5.2
plus) IHC protocol provided by the manufacturer. The steps specific
for the staining is as follows: Antigen retrieval was performed for
20 min at 100°C with Bond TM Epitope Retrieval 1 solution (Leica,
AR9961). Tissue was blocked for 15 min using a blocking buffer
(TBS with 1% BSA (VWR, 22013, bovine serum albumin (BSA),
fraction V, biotium (50 g))) with 10% normal goat serum
(Invitrogen, 10000C). For introduction of the secondary-HRP, the
Envision+/HRP goat anti-Rabbit (Dako Envision + Single Reagents,
HRP, Rabbit, Code K4003) was used for the antibody raised in
rabbit (SMAD3). The protein SMAD3 was detected using the OPAL
690 reagent.
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After the staining in the Leica Bond RX, slides were washed
twice for 2 min in TBS-Tween-20 (0.5%) and were then mounted
using ProLong Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher,
P36961). Numbers of count cells are indicated in Appendix Fig S2
source data file.

In silico analyses

Heat maps were generated with R-packages heatmap3 (Zhao et al,
2014).

Gene Set Enrichment Analysis was performed using the Broad
Institute software.

SKCM TCGA expression data were obtained using OncoLNC
portal (http://www.oncolnc.org; (Anaya, 2016)). Cell state catego-
rization into four differentiation states (Undifferentiated, Neural
crest-like, Transitory, Melanocytic) of SKCM TCGA tumors and were
performed using expression data of previously established gene sets
(Tsoi et al, 2018).

Genomic alterations of SKCM TCGA tumors were analyzed using
cBioPortal (http://www.cbioportal.org).

CCLE cell lines expression data and ICsy were obtained from
GSE36139 and from the original publication (Barretina et al, 2012),
respectively.

Expression data of 501Mel were obtained from our previously
published RNA-seq (GSE95589) (Gilot et al, 2017).

Expression data of M229, M238, and SKMel28 at different resis-
tance steps were obtained from GSE75313 (Song et al, 2017).

Patient’s median expression of our 18 hits in baseline vs relapse
(BRAFi) is based on expression data from GSE65186 (Hugo et al,
2015b) and GSE50509 (Rizos et al, 2014).

Expression data of invasive vs proliferative cell lines were
obtained from GSE60666 (Verfaillie et al, 2015).

Analysis of our 18 hits expression in EGFR-positive sorted cells
was realized based on GSE97682 (Shaffer et al, 2017).

Analysis of SMAD3, BIRC3, and EGFR expression among 52 cell
lines previously categorized as Undifferentiated, Neural crest-like,
Transitory, or Melanocytic were performed using http://systems.c
rump.ucla.edu/dediff and GSE80829.

SMAD3 ChIP-Seq data have been obtained from GSE92443
(Ramachandran et al, 2018).

The comparison of the median SMAD3 signature in anti-PD-1
responsive vs resistant patients has been performed via expression
data from GSE78220 (Hugo et al, 2016).

SMAD3 signature median expression was compared to melano-
cytic one (MITF, OCA2, MLANA, TYR, DCT) and mesenchymal one
(52 genes; (Mak et al, 2016)) via expression data from SKCM TCGA
obtained from OncoLNC.

The comparison between median expression of SMAD3 signature
with classical, proneural, and mesenchymal ones in a cohort of
glioblastoma patients was based on expression data from
GSE103366 (Jin et al, 2017).

Gene Set Enrichment Analysis on Huh28 + TGF-p was realized
based on GSE102109 (Merdrignac et al, 2018). Gene Set Enrichment
Analysis on 3sp cells (mesenchymal) versus 3p cells (epithelial) was
realized based on GSE26391 (van Zijl et al, 2011).

Single-cell RNA-seq data of a BRAF-mutant PDX model undergo-
ing BRAF and MEK inhibition were retrieved (GSE116237). The 674
single cells were projected into a two-dimensional space using
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The paper explained

Problem

Precision medicine has greatly improved the survival of patients with
cutaneous melanoma, but relapse limits the long-lasting responses.
Relapse is explained by the capability of persister cells to survive
despite targeted therapies; however, the molecular mechanism confer-
ring resistance is not fully understood

Results

We performed a genetic screen (CRISPR activation) to identify genes
conferring resistance to BRAF inhibitors, promoting survival of
persister cells and relapse. The current study finds that genes that
enable tumor growth of therapy-naive melanoma cells are also
enriched during acquisition of resistance to BRAFi. SMAD3 targeted
genes (SMAD3-signature) could be useful to find subpopulations of
pre-existing BRAFi-resistant cells within therapy-naive lesions.
Moreover, chemical inhibition of SMAD3 decreases persister cells
population.

Impact

We established in a clinical context that a high expression level of
several tumor-promoting genes fuels cancer cell plasticity, therapy
resistance, and relapse. By highlighting the role of tumor-promoting
genes, this work expands our understanding of the biology underlying
tumor growth. Moreover, we identify novel drug vulnerabilities that
can be exploited to develop long-lasting anticancer therapies.

t-distributed stochastic neighbor embedding (tSNE) and colored
according to their drug-tolerant state (DTC) identity (Rambow et al,
2018). In a second step, the activity of the resistance gene expres-
sion signature (18 genes) was quantified per cell using the AUCell
algorithm (Aibar et al, 2017) resulting into an AUCell score
(0 < range<0.4), which was used to gradient-color the tSNE plot.
Finally, the activity of the resistance gene signature was quantified
per DTC population using GraphPad (****P < 0.0001, Mann-
Whitney test).

Statistical analyses

Data are presented as mean + s.d. unless otherwise specified,
and differences were considered significant at a P-value of less
than 0.05. In the box plots, the line within the box is the
median, the bottom and top of the box are, respectively, the
first and the third quartiles, and the whiskers represent the mini-
mum and maximum of all the data points. Comparisons between
groups normalized to a control were carried out using bilateral
Student’s test (with non-equivalent variances). When at least
two factors were compared between two groups, a two-way
ANOVA (without adjustment) was used as specified in figure
legends. The statistical significance between two independent
groups of patient samples was examined using the Mann-Whit-
ney test. All statistical analyses were performed using Prism 8
software (GraphPad, La Jolla, CA, USA) or Microsoft Excel
software. All experiments were performed three or more times
independently under similar conditions, unless otherwise speci-
fied in the figure legends and statistics table containing the raw
data (Appendix Fig S2-S3 source data) and Appendix Table S1
(P-values).
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Data availability

The datasets generated during current study are available: https://
www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-8595/.

Expanded View for this article is available online.
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Figure EV1. Tumor-promoting genes are not frequently altered in cutaneous melanoma. Related to Fig 1.

A Genomic alterations and 36 tumor-promoting genes identified in Fig 1. BRAF, NRAS, and NF1 have been added to the list of tumor-promoting genes according to
melanoma classification (Akbani et al, 2015). Analyses were performed using the webtool available at www.cbioportal.org.

B Birinapant, an inhibitor of BIRC proteins (BIRC3 and BIRC2), decreased cell density (SKMel28R cells, Birinapant 100 nM, 96 h).

C Birinapant, an inhibitor of BIRC proteins (BIRC3 and BIRC2), decreased cell density (Me1402 cells, Birinapant 100 nM, 96 h).

Data information: Each histogram represents the mean + sd. from three independent experiments. Bilateral Student test (with non-equivalent variances) **P < 0.01.

Source data are available online for this figure.
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Figure EV2. BRAFi-resistance genes are associated with invasive phenotype and resistance to BRAFi in vitro and in vivo. Related to Fig 3.

A

BIRC3 expression levels (fold change) in melanoma Rr and Ra cell lines. The fold change has been calculated by comparing BIRC3 expression levels in
resistant/parental cell lines (Song et al, 2017). Two groups have been made: Rr (n = 6) and Ra (n = 5) cell lines; Ra for resistance and MAPK reactivation and Rr for
resistance and MAPK redundant. BRAFi resistance in Ra cell lines is due to additional genetic alterations such as BRAF splicing events for M395 SDR. BRAFi resistance
in Rr cell lines is due to gene expression reprogramming. Two-tailed Mann-Whitney test, P = 0.0303. Vertical bars correspond to the medians.

Schematic representation of the workflow. As described in the original paper (Shaffer et al, 2017), fresh melanoma cells were obtained by patient tumor dissociation.
Cells mix was treated with BRAFi. Cell sorting (EGFR positive and/or negative) was performed at two time points: before treatment (no drug) and after 4 weeks of
treatment Cells “mix” corresponds to the unsorted population. The EGFR-positive cells (exposed to BRAFi) are able to produce colonies.

Heat map depicting mRNA expression of BRAFi-resistance genes, using an RNA-Seq dataset obtained from BRAFi-treated melanoma cells (Shaffer et al, 2017). Scale
corresponds to Z scores.

Heat map illustrating the expression levels of BRAFi-resistance genes in invasive (Inv.) and proliferative melanoma cell lines (n = 2 and n = 9, respectively) (Verfaillie
et al, 2015). Scale corresponds to Z scores.

Genomic alterations in 18 BRAFi-resistance genes identified in Fig 3 (from www.cbioportal.org). BRAF, NRAS, and NF1 have been added according to melanoma
classification (Akbani et al, 2015).

SMAD3 expression levels (RNA Seq V2 (log,) in the TCGA dataset. Picture was downloaded from www.cbioportal.org. Arrow indicates cutaneous melanoma.

TYRP1 expression levels (RNA Seq V2 (log,) in the TCGA data set. Pictures were downloaded from www.cbioportal.org. Arrow indicates cutaneous melanoma. TYRP1 is
highly expressed in drug-naive tumors; cutaneous and uveal melanoma in contrast to SMAD3.

SMAD3 expression and cell types (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000166949-SMAD3/celltype). The consensus normalized expression (NX) value for SMAD3 and
organ/tissue represents the maximum NX value in the three data sources (HPA, GTEx, and FANTOMS). Black arrow highlights the melanocytes.

Source data are available online for this figure.
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Figure EV3. BIRC3 and EGFR are potent BRAFi-resistance genes. Related to Fig 5.

A

Pictures illustrating the ratio (invasive diameter/spheroid diameter; E/S) used in Fig SE (Invasion assay, melanoma spheroids). Two cell lines are illustrated: CTR cells
correspond to 501Mel cells expressing dCas9 and HSF1-p65-MS2 (named here 501Mel 2+) and the SMAD3 cells (overexpressing SMAD3).

SMAD3 Knock-down efficiency of two siRNAs targeting SMAD3 in SKMel28R (Fig 5G). SMAD3 protein expression levels have been quantified in three independent
experiments by Western blots. Expression levels have been compared to HSC70. Values obtained with the control siRNA (CTR) have been set at 1. Bilateral Student
test (with non-equivalent variances) ***P < 0.001.

PCA analysis of BIRC3 expression in melanoma cell lines in function of their dedifferentiation states (generated by the webtool http://systems.crump.ucla.edu/dediff/
indexphp). Scale: red color corresponds to a high BIRC3 expression level (unit of the scale: Log, FPKM).

BIRC3 expression in these four subtypes of melanoma cells (undifferentiated = 10; neural crest-like = 14; transitory = 12; melanocytic = 17) (Tsoi et al, 2018). Error
bars represents the mean = s.d. Multiple comparisons have been done using ordinary one-way ANOVA *P < 0.05, ***P < 0.001.

PCA analysis of EGFR expression in melanoma cell lines in function of their dedifferentiation states (unit of the scale: Log, FPKM).

EGFR expression in these four subtypes of melanoma cells (undifferentiated = 10; neural crest-like = 14; transitory = 12; melanocytic = 17). Error bars represents the
mean + s.d. Multiple comparisons have been done using ordinary one-way ANOVA, **P < 001, ***P < 0.001.

BIRC3 depletion (SIRNA#1 & #2) reduced cell density and restored BRAFi (vemurafenib) effect on BRAFi-resistant cells (SKMel28R). CTR for non-targeting siRNA. Vem
for the BRAFi vemurafenib and DMSO for dimethylsulfoxide (solvent of Vem). n = 2 biologically independent experiments. Each histogram represents the mean + s.d.
BIRC3 Knock-down efficiency of two siRNAs targeting BIRC3 in SKMel28R (Fig EV3C). BIRC3 mRNA expression levels have been quantified in three independent
experiments by RT-qPCR. Values obtained with the control siRNA (CTR) have been set at 1. Each histogram represents the mean + s.d. n = 3 biologically
independent experiments. Bilateral Student test (with non-equivalent variances) ***P < 0.001.

Knock-down of EGFR, IL6, or AQP1 (siRNA#1, #2, and #3) restored BRAFi (vemurafenib) effect on BRAFi-resistant cells (SKMel28R). n = 3 biologically independent
experiments are presented. Each histogram represents the mean =+ sd.. Bilateral Student test (with non-equivalent variances) *P < 0.05.

Knock-down efficiency of SIRNAs targeting EGFR, IL6, or AQP1 in SKMel28R (Fig EV3I). mRNA expression levels have been quantified in two or three independent
experiments by RT-qPCR. Each histogram represents the mean =+ s.d. n = 3 biologically independent experiments for siCTR, SIEGFR#1,2,4, IL6#3, and n = 2 for the
other siRNAs. Values obtained with the control siRNA (CTR) have been set at 1. Bilateral Student test (with non-equivalent variances) **P < 0.01, ***P < 0001
Efficiency of BRAFi (Vem) and MEKi (Cobi) to inhibit the MAPK signaling pathway (P-ERK) (as used in Fig 50). Values obtained with the solvent (CTR, here DMSO) have
been set at 100%.

Source data are available online for this figure.
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Figure EV4. SMAD3 signature is associated with mesenchymal phenotype in liver cancer cell lines. Related to Fig 7.

A Plot showing correlation between SMAD3-signature and mesenchymal signature (Mak et al, 2016) in the TCGA dataset (SKCM). Pearson correlation test: P < 0.0001
B Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of the SMAD3 signature in TGF- treated versus non-treated Huh-28 cholangiocarcinoma cells (Merdrignac et al, 2018).
C Gene Set Enrichment Analysis of the SMAD3 signature in hepatoma cell lines : mesenchymal (3sp cells) versus epithelial (3p cells) (van Zijl et al, 2011).
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Figure EV5. sgRNA targeting four isoforms of SMAD3 and BRAFi resistance.

A

SMAD3 mRNA isoforms according to NCBI. The longest isoform NM_005902.4 encodes SMAD3 protein (NP_005893.1). Three shorter isoforms of SMAD3 mRNA encode
shorter SMAD3 proteins.

Snapshot of SMAD3 mRNA expression in 501Mel and SKMel28S cells using IGV tool. Note that exon 1 is detectable in these melanoma cell lines. Arrows indicate the
binding sites of primers for RT-qPCR (exon 1 or 6 for NM_005902.4).

Scheme to illustrate the binding site of sgRNAs targeting SMAD3 gene. These 12 sgRNAs are found in the CRISPR-SAM library (Konermann et al, 2015). Three sgRNAs
per isoform. Only two sgRNA targeting the longest isoform of SMAD3 are associated with BRAFi resistance (Fig 2).

Ability of six sgRNAs to transactivate SMAD3 expression have been compared. Among the five sgRNAs targeting the first exon, three are found in the library (g71, g92,
and g116). We designed g50 and g155 to evaluate the impact of sgRNA position on exon 1. sgRNA gintron3 has been designed as a control (unable to promote the
longest SMAD3 isoform but efficient to transactivate the smallest isoform). These two isoforms contain the exon 6 used for RT-gPCR.

SMAD3 quantification by RT-qPCR (exon 1 or 6) in HEK293 cells transiently transfected with the three plasmids required for the CRISPR-SAM as previously described
(Konermann et al, 2015). CTR for empty plasmid (no sgRNA cloned into lenti sgRNA(MS2)_zeo backbone). RT-qPCR data are representative of two independent
experiments. Source data are available in Fig EVS source data. Each histogram represents the mean of three technical replicates from one representative experiment.
No statistical analyses were thus performed. Dotted line highlights the value of 1 (corresponding to the effect obtained by the control sgRNA).

Source data are available online for this figure.

© 2021 The Authors
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CONCLUSION DE L’ARTICLE

La reprogrammation transcriptomique est un mécanisme utilisé par les cellules
tumorales pour résister aux thérapies ciblées anti-cancéreuses. Cette
reprogrammation passe généralement par une étape de dédifférenciation cellulaire.
Dans cette étude, le criblage CRISPRa (étude sans a priori) a permis d’identifier 3
géenes (SMAD3, BIRC3, et SLC9A5) dont la surexpression est associée a une
résistance aux inhibiteurs de BRAF dans le mélanome cutané. L’expression de ces 3
génes a eégalement été retrouvée augmentée dans les données de RNAseq
disponibles dans la littérature, montrant que ce mécanisme est tres largement retrouvé
dans les lignées mais aussi chez les patients en rechute (robustesse du crible).

Les études menées in vitro démontrent notamment que l'inhibition de SMADS3 couplée
aux inhibiteurs de BRAF réduit drastiquement le nombre de cellules persistantes, a
I'origine des rechutes chez les patients.

SMADS est un facteur de transcription de la voie TGF-f. Dans ce contexte, I'inhibition
de I'axe TGF-B chez les patients ayant développé une résistance aux thérapies ciblées
semble, a premiére vue, pertinent. Derniérement, plusieurs inhibiteurs au récepteur du
TGF-B ont été évalués pour le traitement de divers cancer (carcinome hépatocellulaire,
cancer colorectal, cancer du pancréas...). Malheureusement, les résultats des essais
cliniques sont mitigés (bénéfices mineurs et/ou effets secondaires graves). Le TGF-f3
étant une cytokine pléiotropique, agissant a la fois sur les cellules cancéreuses et le
microenvironnement tumoral, son inhibition peu en effet entrainer des effets
secondaires sévéres®*, L'inhibition spécifique du facteur de transcription SMAD3 chez
les patients ayant développés une résistance aux inhibiteurs de BRAF pourrait
représenter une alternative intéressante®d. Bien que SMAD2 et SMAD3 soient les
deux principaux facteurs de transcription activés par le TGF-, chacun d’entre eux
régule un panel de génes distincts (fonctions spécifiques)3®®. Ainsi, au lieu de cibler la
voie TGF-B dans sa globalité, inhiber spécifiquement SMAD3 au pourrait constituer
une stratégie thérapeutique plus précise.
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PARTIE IV :
DISCUSSION



Au cours de ces travaux de thése, j'ai testé et évalué les performances de quatre outils
CRISPR/Cas9 : le CRISPR/KO, le CRISPRa, le BE et le PE. Je pense avoir identifié a
la fois leur immense potentiel dans le domaine biomédical, notamment pour le
diagnostic génétique et dans le cadre thérapeutique. Malgré la versatilité des
technologies CRISPR, il existe encore plusieurs défis majeurs a relever pour faciliter

leur utilisation en médecine moléculaire.

Limite liée a 'activité hors-cible

Parmi les outils d’édition du génome décrits dans cette thése, le BE est certainement
I'outil le plus fiable et le plus efficace actuellement pour une application thérapeutique.
Contrairement a l'outii CRISPR/Cas9 classique, I'absence de CDB permet de
minimiser les risques génotoxiques (INDELs, réarrangements chromosomiques,
translocation, activation de p53). Néanmoins, la question des bystanders et surtout de
I'activité hors cible, qui reste difficile a maitriser/éradiquer, est importante a prendre en
considération. De nombreuses technologies permettent dorénavant de détecter, a
I'échelle du génome, cette activité hors-cible. Cependant, quel est I'impact d’'une telle
activité hors-cible in vivo ? Parmi les cellules génétiquement modifiées, y a-t-il des
clones minoritaires, susceptibles d’évoluer différemment ? Pour répondre a cette
question, il serait intéressant de suivre I'évolution clonale des cellules génétiquement
modifiées dans des modéles in vivo. Grace aux technologies d’étiquetage moléculaire,
c'est désormais possible®®”. Le principe consiste a « marquer » individuellement
chaque cellule avec une « étiquette » moléculaire unique, par exemple une petite
séquence variable d’'une dizaine de nucléotides qui est apportée aux cellules par

infection lentivirale.

Limite de 'édition du génome pour le traitement des maladies rares

Les essais de thérapie génique actuels se concentrent sur les patients atteints de
maladies génétiques récurrentes (rentabilité). Or, il existe de multiples pathologies
geéneétiques rares (>1 personne sur 2000) voir ultra-rares (>1 personne sur 50 000),
comme la gangliosidose a GM1, et renfermant parfois des variants génétiques
uniques. Comment traiter ces maladies ?

Le point limitant pour un développement généralisé de la thérapie par édition du
génome réside dans la conception des ARN guides spécifiques, d’'une part pour
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chaque maladie génétique mais surtout pour chaque altération génétique. En effet,
275 variants de classe 4 ou 5 localisés dans le géne GLB1 ont été recensés dans la
base de données ClinVar. Contrairement aux maladies génétiques associés a des
variants génétiques récurrents (ex: CFTR AF508 présent chez prés de 70% des
patients atteints de mucoviscidose, HBB p.Glu6Val présent chez tous les patients
drépanocytaires), cette diversité implique un travail colossal pour optimiser et
caractériser une enzyme associée a ARN guide particulier pour chaque mutation.

Dans le cadre de la réglementation actuelle, cela constitue un obstacle a la mise en
place des thérapies ultra-personnalisées. Du point de vue des entreprises
biotechnologiques a but lucratif, c’est actuellement beaucoup trop long (2/3 ans
d’études précliniques) et ce n’est pas rentable (plus de 5 millions de dollars pour un
candidat médicament)®8. Nous pouvons mettre en perspective ce cout élevé avec
celui du séquengage du génome humain, qui s’élevait a plus de 10 000 dollars il y a
10 ans contre seulement 200 dollars aujourd’hui. Nous pouvons émettre que
I'hypothése que les progres technologiques en matiére d'édition du génome devraient

suivre une tendance similaire.

De plus, les entreprises biotechnologiques peuvent fabriquer un ARN guide en moins
de trois jours et le tester en lignée cellulaire en moins de 2/3 semaines pour notamment
évaluer son efficacité et son activité hors de la cible38. Aussi, ces derniéres années,
de nombreux candidats de thérapie génique ciblant les hémoglobinopathies ont été
testé en utilisant le méme processus de production, le méme type de vecteur et la
méme plateforme d’administration (cellules CD34+). Ce qui a changé, c’était
uniquement le type de transgéne thérapeutique délivré aux patients®®8. Par analogie
avec la technologie CRISPR, cela revient juste a changer la séquence de ’'ARN guide.
Alors, ne serait-il pas possible d'utiliser des veéhicules et éditeurs communs pour
d’alléger les réglementations pour faciliter le transfert de la technologie CRISPR chez
les patients qui en ont le plus besoin (maladies incurables), dont I'espérance de vie est
déja prédéterminée a la naissance ? D’aprés le Pr. Fiodor D. Urnov, ce changement
de paradigme dans la réglementation préclinique actuelle est nécessaire®® car
médecine est aujourd’hui rentrée dans une nouvelle ére thérapeutique : celle de la

chirurgie du génome.
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Thérapie génique par éditeurs de larges séquences

A l'avenir, une solution intéressante pour remédier a la limite des thérapies ultra-
personnalisées serait d'utiliser les éditeurs de larges séquences d’ADN
programmables et capables d’effectuer des insertions, inversions, translocations ou
délétions a I'’échelle du kilobase, sans CDB. Par exemple, I'insertion ou remplacement
direct du géne/de I'exon défectueux serait bénéfique a beaucoup plus de patients
diagnostiqués avec des variants génétiques difféerents (traitements « pan-
mutation »3%2, figure 22). La séquence génétique thérapeutique pourrait intégrée dans
un locus sans danger choisi par I'expérimentateur. Cette stratégie permettrait
également de traiter les pathologies causées par des expansions de nucléotides
(maladie de Huntington), duplications (syndrome de duplication MECP2), et
translocations (certains cas du syndrome de down), qui ne peuvent pas étre prises en

charge par thérapie génique additive classique.

Enzyme ARNg

~ geney patient Approche

pan-mutation

v+ = > X 1
Approche - )
ultra-personnalisée Ov )+ g far % 5 unique
)
Pot'xr chaque. W+ — X 3 - =
mutation, un guide ~
et un éditeur . . . 5
on) ) ' ' ADNc
v+ = o> X n

Figure 22 : Thérapie ultra-personnalisée versus thérapie pan-mutation par
édition génétique.

Schéma traduit et adapté d’aprés Conor J. Tou et al.3%2,
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Thérapie génique préventive

Plus largement, la thérapie génique pourrait un jour étre utilisée en prévention.
Typiquement, si la thérapie est suffisamment sure et efficace, les patients porteurs de
prédispositions génétiques au cancer (cancer du sein héréditaire, syndrome de lynch,
polypose adénomateuse familiale), aux maladies neurodégénératives ou maladies
cardiovasculaires pourraient en bénéficier. En utilisant la technologie ABE couplée aux
vecteurs AAV9, Daniel Reichart et al. ont réussi a corriger la mutation R403Q du géne
Myh6 dans environ 70% des cardiomyocytes ventriculaires murins, prévenant
I'apparition de cardiomyopathies chez les rongeurs traités®®°. Méme si d’'un point de
vue éthique, il est difficilement concevable de traiter des patients « en bonne santé »,
a long terme, on pourrait imaginer que ce genre de traitement permettrait de diminuer
ou retarder le risque d’apparition de la pathologie. Daniel Reichart et al. suggérent que
l'intervention génétique pourrait étre destinée uniquement aux patients exprimant des
biomarqueurs précoces au développement d’'une maladie, c’est-a-dire des patients a
risque imminent de développer la pathologie®®, mais encore faut-il organiser ce

diagnostic génétique.

Dans le cadre du programme de dépistage néonatal Belge, un nouveau projet de
recherche intitulé « Baby detect » permet aujourd’hui de dépister les nouveaux nés
pour 120 maladies génétiques séveres (https://babydetect.com/) (contre 7 maladies

en France). Ce test repose sur la technologie de séquengage haut-débit ciblé sur un
panel de génes. L'objectif est de d’accélérer la mise en place du diagnostic précoce
pour étre le plus efficace dans la prise en charge thérapeutique du patient. Cela signifie
qu’un traitement peut débuter avant méme la déclaration des premiers symptémes.
Méme si ce test dépiste uniquement des maladies a développement précoce, il s’agit
selon moi d’'un premier pas vers la médecine de prévention. La brochure du test
indique que le dépistage concerne uniquement une liste de maladies traitables, mais
comment faire si des variants de signification inconnu sont identifiés chez ces jeunes
patients ? Outre les problémes éthiques mis-en jeu (informer ou non les parents), quel

poids accorder a ces VS| et comment tester leur impact biologique ?

Analyse des VSI dans les laboratoires de diagnostiques génétiques

L’arrivée des nouveaux séquenceurs toujours plus performant a permis a I'entreprise
lllumina d’annoncer, en 2022, qu’ils factureraient moins de 200 dollars le séquengage

d'un génome complet humain. Dans les années a venir, ce prix baissera
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probablement. Ce tarif permettra aux cliniciens de prescrire plus d’analyses pour
faciliter le diagnostic des maladies génétiques mais également pour faciliter
I'exploration des déterminants génétiques de pathologies jusqu’a alors inexpliquées
(recherche). Par conséquence, le nombre de VSI va fortement s’accroitre. Dans ce
contexte, il faudra proposer des stratégies pour les tester en prospectif (tests
fonctionnels), et éventuellement en routine. Le modéle cellulaire est probablement le
facile et le moins cher a mettre en place. Les outils d’édition du génome ayant
largement évolués ces derniéres années, il devient relativement « facile » d’introduire
dans les cellules en culture un variant génétique d’intérét. De plus, les modeéles
cellulaires générés pourront étre utilisés pour évaluer la réponse des patients aux
traitements disponibles. Lors de la mise en place d’un test fonctionnel, il est également
essentiel d'inclure des variants de signification connue (perte de fonction, bénin, gain
de fonction...) afin de valider son interprétation et sa robustesse. Cela n’a pas été fait
dans les articles présenté en résultat 2 et 3, limitant notre capacité a conclure.

L’étude des variants génétique dans des modéles in vivo peut parfois s’avérer
nécessaire pour I'étude de pathologies complexes et difficiles a mimer in vitro (ex :
développement du cancer). En Mai 2023, un modeéle de souris génétiquement modifieée
exprimant un systéme PE inductible par la Cre recombinase a été mis au point et a
permis d’étudier l'effet d’'une mutation somatique Kras associée au cancer du

pancréas3°,

Méthodes d’enrichissement pour isoler rapidement les clones édités

La technologie PE, bien que peu efficace pour le moment, est la plus exhaustive des
technologies CRISPR puisqu’elle permet d’installer a la fois des substitutions et
INDELSs pouvant atteindre plusieurs dizaines de pb. Son utilisation permettrait de tester
un trés grand nombre de VSI. Afin d’isoler plus facilement et rapidement les clones
correctement édités, nous avons testé au laboratoire une méthode de co-selection
sans marqueur, qui repose sur la modification d’'un géne endogene conférant aux
cellules éditées une résistance a une drogue toxique®'. Brievement, les cellules en
culture sont co-transfectées avec le PE et deux pegRNA. Le premier pegRNA est celui
d’intérét et le deuxieme pegRNA cible le géne ATP1A1 pour la mise en place d’une
mutation conférant aux cellules une résistance a une drogue appelée ouabaine.
Comme les événements de co-édition ne sont pas statistiquement indépendants, la

sélection des cellules résistances a la drogue permet par la méme occasion d’enrichir
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les cellules éditées pour le géne d’intérét®®!. Dans nos conditions, au laboratoire, cela
a permis d’atteindre des taux d’édition de plus de 30% aprés sélection contre des
niveaux indétectables sans sélection (données non montrées). On pourrait méme
imaginer, a I'avenir, que cette méthode de co-selection sans marqueur puisse étre
utilisée pour sélectionner des cellules modifiées en vue d'une thérapie génique ex vivo.
D’autant que le géne ATP1A1 reste fonctionnel lorsqu’il est muté et résistant a son

inhibiteur ouabaine.

Etude des VSI a grande échelle

La validation d’'un seul VSI a la fois demande beaucoup de temps humain.
Typiquement, le clonage des ARN guides CRISPR/Cas9 dans un vecteur requiert une
semaine. La transfection des cellules avec les guides puis de I'étape de dilution limite
peut prendre presque un mois. A cela, il faut ajouter I'étape de criblage des clones afin
de sélectionner ceux correctement édités (quelques jours). La mise en place des tests
fonctionnels ne peut démarrer qu’apres toute ses étapes. Dernierement, plusieurs
groupes indépendants ont montré qu’il était possible d’étudier I'impact de nombreux
variants en une seule expérience3%?3%_ Comme preuve de faisabilité, ils ont utilisé la
technologie de criblage par BE ou PE. Typiquement, de multiples ARN guides
(bibliotheque) sont congus de tels maniéres a ce qu'ils recouvrent la totalité de la partie
codante du géne étudié (tiling). Chaque cellule est ensuite infectée par un lentivirus
véhiculant un ARN guide de la bibliothéque, permettant la mise en place d’un variant
geéneétique particulier. A noter que pour faciliter I'étude des variants homozygotes, il est
intéressant d'utiliser des cellules haploides (ex: cellules HAP1)3* ou bien de
préalablement retirer par CRISPR/KO les alléles surnuméraires (ex : les cellules
HEK293T sont hypotriploides)®®. La bibliothéque de cellule est ensuite soumise au
test fonctionnel. Par exemple, Matthew A. Coelho et al. ont évalué les variations
localisées dans le gene JAK1 sur leur capacité a induire I'expression des marqueurs
de surface MHC1 et PD-L1 en présence d’interféron-y. Selon leur niveau de
fluorescence, les cellules ont été triées par FACS3%2. Le séquengage des ARN guides
intégrés au génome des cellules triés permet d’identifier indirectement les variants
géneétiques associées a un gain ou une perte de fonction. Avec cette technologie, de
nouveaux variants encore non décris dans la littérature ont méme pu étre identifiés. A
terme, I'analyse a haut débit de variants a travers un géne, une voie de signalisation
et méme le génome complet permettrait de grandement accélérer la classification des
VSI.
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Conclusion scientifique et perspectives

L’ingénierie moléculaire est entrée dans une révolution depuis la découverte du
systéme de défense CRISPR/Cas chez les procaryotes. Dorénavant, les scientifiques
sont en mesure d’interroger le génome pour mieux comprendre le rOle des génes dans
les modéles biologiques. En recherche appliqué, les outils d’édition du génome
permettent également de mieux comprendre les mécanismes de résistance face au
cancer (résultat 4) et faciliter le diagnostic et le traitement des maladies génétiques
(résultats 1, 2 et 3). Dorénavant, la médecine est rentrée dans la nouvelle ére de la

chirurgie du génome.

En effet, 'avénement de la médecine génomique a permis, ces derniéres années, de
faciliter le diagnostic de centaines de maladies génétiques. Toutefois, certaines
maladies génétiques restent inexpliquées, notamment en raison de l'identification de
variants de signification inconnue au séquengage, dont le nombre va s’accroitre dans
les prochaines années. L’exploration fonctionnelle du réle de ces VSI est
indispensable pour la mise en place d'un diagnostic de certitude (variant causal ou
non) et la prise en charge du patient. Comme démontré dans les résultats 2 et 3 de
cette these, les outils d’édition du génome permettent d’installer ces VS| dans des

modéles cellulaires pour en déterminer leurs conséquences.

Le diagnostic de milliers de patients atteints de maladies génétiques jusqu’a alors
inexpliquées a également crée un déséquilibre par rapport aux thérapies disponibles :
un nombre important de patients diagnostiqués se retrouvent en errance
thérapeutique. Au cours de ma these, j'ai eu I'opportunité de tester les outils d’édition
du génome pour corriger un variant génétique délétére. Comme preuve de concept,
jai utilisé la technologie BE in vitro, dans les fibroblastes d’'un patient atteint de

gangliosidose a GM1 de type Il (résultat 1).

Avant d’atteindre le domaine clinique, les outils d’édition du génome nécessitent d’étre
davantage caractérisés et optimisés. Notamment, comme il n’existe pas encore de
vecteur sans danger permettant de délivrer avec efficacité les outils d’édition du
génome in vivo (en dehors du foie), je vais poursuivre mon post-doctorat a San Diego,
dans le laboratoire du Dr Shannon M. Miller, ex-doctorante du Pr David R. Liu
(https://www.millerlabresearch.com/). L’objectif est d'utiliser la technologie d’évolution

dirigée des protéines pour créer des vecteurs viraux/non viraux avec des
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performances améliorées et capables de transporter des cargos ARN ou protéiques

dans ces cellules ou tissus d’intéréts (projets confidentiels).

Conclusion personnelle

Ces trois années m’ont permis d’explorer en détail les principales technologies
d’édition du génome et d’acquérir une expertise précieuse. Notre activité suscite un
intérét puisque différents chercheurs et médecins nous ont contacté, avec lesquels jai
la chance d’interagir pour partager mon expertise. Plusieurs projets collaboratifs sont

actuellement en cours.

Mon projet de thése principal (preuve de concept pour le traitement de la gangliosidose
par BE) m’a également permis de remporter le prix Jeune Talent France For Women
in Science de la fondation 'Oréal Unesco en 2022 et le premier prix du jury de la finale
Bretonne « Ma thése en 180 secondes » en 2023 (annexe VI). L’ensemble des
formations/ missions enseignements/ congrés auxquels j'ai participé sont indiqués en

annexe lll a IV.

Lauréates 2022 de la fondation 'Oréal UNESCO :

https://www.fondationloreal.com/fr/nos-programmes-pour-les-femmes-et-la-science-prix-jeunes-talents-nationaux-et-

regionaux/jeune

Vidéo Ma thése en 180 secondes :
https://www.youtube.com/watch?v=nCrlpGTyHDk&t=47s
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ANNEXE | : Mécanismes de réparation des cassures double
brin de ’ADN

Les mécanismes de réparation des CDB les plus fréquents sont la jonction des
extrémités non homologues classique (c-NHEJ) et la recombinaison homologue
dirigée (HDR). Plus rarement, on retrouve également le mécanisme de jonction des
extrémités non homologues alternative (alt-NHEJ ou MMEJ) et I'hybridation de ’'ADN
simple brin (SSA). La figure 23 résume les mécanismes moléculaires régissant ces

voies de réparation, et sont précisément décris dans ces revues’*77.

Dans les cellules en mitose, les CDB de 'ADN peuvent étre causées par diverses
substances endogénes ou exogénes, telles que les agents chimiques, les especes
réactives de l'oxygéne, ou les radiations ionisantes par exemple. Ces CDB sont
considérées comme pathologiques et aléatoires (excepté dans les lymphocytes lors
de la recombinaison V(D)J et lors de la méiose)’*. Comme vu auparavant, il est
également possible de générer des CDB de '’ADN programmées avec les outils
d’édition du génome.

Lors de I'apparition d'une CDB de I’ADN, de nombreux facteurs vont influencer le type
de voie de réparation qui sera utilisée : le type de cassure, la séquence de 'ADN lésé,
le contexte chromatinien et surtout le cycle cellulaire”®773%5, Par exemple, la réparation
par HDR est active seulement dans les cellules en division. En effet, elle nécessite
l'intervention de protéines spécifiquement exprimées en fin de phase S/début G2 du
cycle cellulaire ainsi qu’'une matrice de réparation intacte (chromatide sceur). Au
contraire, la réparation par NHEJ prédomine lors des phases GO et G176:3%_Cela peut
s’expliquer également par I'antagonisme réciproque entre les protéines 53BP1 et
BRCAA1, qui privilégient respectivement la réparation par NHEJ ou HDR selon la phase
du cycle cellulaire (figure 23). Lors de la phase G1, la protéine 53BP1 va en effet
inhiber la résection de 'ADN |ésé et favoriser le recrutement de protéines impliquées
dans la réparation NHEJ, tandis que en phase S/G2, la protéine BRCA1 va empécher

le recrutement de 53BP1 et favoriser la résection et I'invasion des brins d’ADN396-39
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Figure 23 : Les voies de réparation de ’ADN dans les cellules mammaliennes.

(1) La réparation c-NHEJ est initié par la reconnaissance et la protection des extrémités d’ADN coupées
par I'hnétérodimére Ku70/80. Ce complexe est ensuite stabilisé par le recrutement de la sous unité
catalytique de la protéine kinase dépendante de 'ADN (DNA-PKcs). Cette sous unité va relier les deux
extrémités d’ADN pour former un complexe synaptique. Dans un second temps, le recrutement de 'ADN
ligase IV (LIG4) ainsi que des protéines échafaudage XRCC4, XLF et PAXX vont permettre aux deux
extrémités d’ADN de s’aligner et de se rapprocher encore plus. La ligation des deux brins est assurée
par LIG4 puis le nouvel ADN réparé est libéré. (2) Lorsque I'hétérodimere Ku70/80 ne protége plus les
extrémités de I'ADN, les extrémités libres 5’ sont réséquées par le complexe MRN (MRE11-RAD50-
NBS1), BRCA1 et CtIP. Cela engage 'ADN vers les autres voies de réparation : altNHEJ, SSA ou bien
HDR. Lorsque cette résection dite est courte (jusqu’a environ 20 nucléotides), les deux extrémités
protubérantes 3’ de 'ADN vont s’hybrider (microhomologies, en rouge sur le schéma) a l'aide de la
protéine PARP1 afin de rapprocher les deux brins et initier la réparation altNHEJ. PARP1 recrute ensuite
I’ADN polymérase 0 qui utilise les extrémités 3° de TADN comme amorce pour combler les breches. Les
extrémités 3’ et 5’ additionnelles (rabats) sont ensuite retirées par les nucléases XPF/ERCC1 et FEN1.
Pour terminer, les extrémités d’ADN sont réassemblées par le complexe Liglll-XRCC1. (3) Une
résection beaucoup plus importante des deux extrémités de 'ADN, par 'exonucléase 5 >3’ EXO1, peut

ensuite mener a la réparation par SSA ou bien la réparation pat HDR. Afin de rapprocher les deux brins
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réséqués, la réparation par SSA exploite les homologies de 20 a 25 paires de bases (en vert sur le
schéma), stabilisées par RAD52. Les bréches sont ensuite comblées et 'ADN ligué mais les acteurs ne
sont pas encore bien connus. (4) Lors de la réparation par HDR, les longues extrémités simple brin 3’
sont protégées par I'hétérodimere RPA. A l'aide du complexe BRCA1-PALB2-BRCA2, RPA est ensuite
remplacé par la recombinase RAD51 qui permet I'’hybridation des extrémités simple brin de 'ADN avec
une séquence homologue. Cette séquence homologue peut étre une chromatide sceur ou une matrice
de réparation d’ADN congue par I'expérimentateur, contenant une modification génétique d’intérét.
Ainsi, une des extrémités 3’ des filaments d’ADN recouverts par RAD51 est utilisée comme amorce
pour initier la réaction de polymérisation a partir de cette matrice. La modification génétique d’intérét est
alors recopiée par I'ADN polymérase 0. Le fragment d’ADN nouvellement synthétisé a partir de la
matrice de réparation est ensuite réparé par la voie d’hybridation de ’ADN dépendante de la synthése
(SDSA) puis intégré dans 'ADN génomique. Autrement, si la 2™ extrémité 3’ de I'ADN doit également
étre réparée, une double jonction Holliday est formée avec la matrice de réparation. La jonction Holliday

est ensuite réparée sans croisement ou avec croisement. Schéma traduit et adapté de A. Trenneret et
al.3®.
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Sustained transcriptional activation of the aryl hydrocarbon
receptor (AhR) promotes tumour growth and impairs the
immune defence, at least for cutaneous melanoma and glioma.
AhR ligands are produced by the tumour microenvironment
(TME) and by the tumour itself (intracrine). The recent
identification of interleukin-4-induced-1 (IL411), a parallel
pathway to indoleamine 2 3-dioxygenase 1 (IDO1)/ tryptophan
2,3-dioxygenase (TDO), and its ability to generate AhR ligands,
confirms that a complete inhibition of AhR ligand production
might be difficult to reach. Here, we have focused on recent
discoveries explaining the large varieties of AhR ligands and the
functional consequences in terms of cancer cell plasticity and
consecutive therapy resistance. We also examined therapeutic
strategies targeting the AhR signalling pathway and their
possible adverse effects. Since the end of 2019, two phase |
clinical trials have investigated the ability of the AhR antagonist
to ‘reset’ the immune system and re-sensitize the cancer cells
to therapies by preventing their dedifferentiation.
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Introduction

The ubiquitous AhR protein belongs to the basic helix-
loop-helix/Per-Arnt-Sim  (bHLH/PAS) family. AhR

(bHLHe76) is widely distributed in tissues and species
[1]. It is found in the fruit fly Drosophila melanogaster, the
nematode Caenorhabditis elegans, the zebrafish Danio rerio,
the pufferfish Takifugu rubripes and other model species,
facilitating basic investigations of this bHLH/PAS tran-
scription factor [1,2]. In vertebrates, this receptor has
evolved to bind structurally different ligands, including
xenobiotics (e.g. aryl hydrocarbons (AH)) [3]. Sustained
AhR activation and AhR loss-of-function are deleterious,
suggesting that minimal AhR activity is healthy [4°,5,6].
To prevent the deleterious effects of AhR persistent
activation, it seems important to consider the diversity
of AhR ligands released by bacteria, yeast, fungi, normal
and cancer cells, as reviewed in other articles [3,7-10].
Thus, we detailed only the recent findings on AhR
ligands and the therapeutic opportunities to short-circuit
the AhR signalling pathway.

AhR, an ubiquitous transcription factor, acts as a sensor
A wide variety of compounds coming from different
sources can be sensed by AhR. Among them, environ-
mental compounds of the halogenated aromatic hydro-
carbons (HAH)/polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH)
family (i.e. 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD))
have been thoroughly characterized for their toxic side
effects, as we will discuss later [11-13]. Others classes of
xenobiotics have been shown to activate AhR [8]. In
addition, diet, in particular fruit and vegetable containing
flavonoids and indole derivates, represent also an impor-
tant source of AhR ligands [3,8,9]. Intestinal microflora is
also able to generate such ligands: by consuming trypto-
phan (Trp) coming from diet, they can generate a broad
diversity of indole derivates AhR agonists (i.c. indole-3-
acetic acid, tryptamine) [9]. T'rp can also be degraded by
endogenous pathways, especially the kynurenine path-
way, which is responsible for 95% of the I'rp degradation
[14]. The first step of this pathway consists in the catabo-
lism of tryptophan into the kynurenine agonist by either
IDO1, IDO2 or TDO2 enzyme. Kyn can be then con-
verted into downstream metabolites such as kynurenic
acid that have also been recently described as an AhR
ligand [15°°]. Even if AhR agonist are numerous, we still
probably have not discovered all of them.

Sustained AhR activation by HAH or PAH, such as
TCDD or PAHS, in mice and rats, leads to a broad
spectrum of adverse effects, including cancer develop-
ment and the impairment of endocrine functions and
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Summary

Hepatocellular carcinoma and cholangiocarcinoma are the most common primary liver tumours,
whose incidence and associated mortality have increased over recent decades. Liver cancer is often
diagnosed late when curative treatments are no longer an option. Characterising new molecular
determinants of liver carcinogenesis is crucial for the development of innovative treatments and
clinically relevant biomarkers. Recently, circular RNAs (circRNAs) emerged as promising regulatory
molecules involved in cancer onset and progression. Mechanistically, circRNAs are mainly known
for their ability to sponge and regulate the activity of microRNAs and RNA-binding proteins,
although other functions are emerging (e.g. transcriptional and post-transcriptional regulation,
protein scaffolding). In liver cancer, circRNAs have been shown to regulate tumour cell prolifera-
tion, migration, invasion and cell death resistance. Their roles in regulating angiogenesis, genome
instability, immune surveillance and metabolic switching are emerging. Importantly, circRNAs are
detected in body fluids. Due to their circular structure, circRNAs are often more stable than mRNAs
or miRNAs and could therefore serve as promising biomarkers - quantifiable with high specificity
and sensitivity through minimally invasive methods. This review focuses on the role and the clinical
relevance of circRNAs in liver cancer, including the development of innovative biomarkers and
therapeutic strategies.

© 2021 The Authors. Published by Elsevier B.V. on behalf of European Association for the Study of the
Liver (EASL). This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduction CircRNA discovery, biogenesis and
Circular RNAs (circRNAs) belong to a family of function

recently rediscovered RNA molecules. They are pro-
duced during the maturation of RNA transcripts.
Structurally, circRNAs are covalently closed by a
phosphodiester linkage between downstream
donor and upstream acceptor RNA splice domains.
Mainly considered as splicing errors during the past
decade, circRNAs are now accepted as functional
RNA molecules. They display tissue- and cell-specific
expression patterns and are encoded from thou-
sands of genes.! Emerging evidence demonstrates
that circRNAs are involved in biological processes
contributing to the onset and progression of can-
cer.>~ In addition, due to their circular structure,
circRNAs are resistant to the action of exoribonu-
cleases and therefore exhibit an expanded half-life
compared to their parental linear counterparts,
allowing detection even when expressed at a low
level.>° It is estimated that exonic circRNAs are very
stable in cells, with most species exhibiting a half-life
of over 48 hours,” compared to an average half-life of
10 hours for mRNAs.® These properties suggest that
circRNAs could represent clinically relevant bio-
markers for the management of patients with cancer.
This review specifically highlights recent discoveries
on the functions and clinical relevance of circRNAs in
liver cancer, including hepatocellular carcinoma
(HCC) and cholangiocarcinoma (CCA).

CircRNA discovery

CircRNAs were first discovered in 1976 on viroid
particles.® Then, circular structures were identified
by electron microscopy in the cytoplasm of
eukaryotic cells, notably in HelLa cells.” Neverthe-
less, it was only in 1993 that circRNAs (circSry, a 1.3
kb circRNA derived from a single exon of the sex-
determining region Y transcript in mice) were
molecularly identified by dedicated experiments,
including RNAse H digestion followed by northern
blotting, reverse-transcription PCR and
sequencing.'” Afterward, several circRNAs previ-
ously described as “scrambled exon RNAs” were
reported, including a circRNA from the rat cyto-
chrome P450 2C24 gene.'" However, no specific
biological function was reported for circRNAs at
that time.

Next-generation sequencing (NGS) ushered in
the beginning of the genome-wide identification of
circRNAs. Traditional RNA-sequencing pipelines
remove non-conventional reads that do not map
with the reference genome, such as reads that arise
from gene fusion or those originating from back-
splicing events. New bioinformatic algorithms
based on back-splice junction overlapping reads
recognition made it possible to efficiently detect de
novo circRNAs and to differentiate them from their
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Non-canonical miRNA-RNA base-pairing impedes tumor
suppressor activity of miR-16

Anais M Quemener'®, Laura Bachelot™*, Marc Aubry>*®, Stephane Avner’®, Delphine Leclerc®, Gilles Salbert’®,

Florian Cabillic®®, Didier Decaudin’®, Bernard Mari’®, Frederic Mouriaux®>“, Marie-Dominique Galibert"'°@,

David Gilot"?®

Uveal melanoma (UM), the most common primary intraocular
tumor in adults, has been extensively characterized by omics
technologies during the last 5 yr. Despite the discovery of gene
signatures, the molecular actors driving cancer aggressiveness
are not fully understood, and UM is still associated with very poor
overall survival (0S) at the metastatic stage. By defining the miR-
16 interactome, we revealed that miR-16 mainly interacts via non-
canonical base-pairing to a subset of RNAs, promoting their
expression levels. Consequently, the canonical miR-16 activity,
involved in the RNA decay of oncogenes, such as cyclin D3, is
impaired. This non-canonical base-pairing can explain both the
derepression of miR-16 targets and the promotion of oncogene
expression observed in patients with poor OS in two cohorts. miR-
16 activity, assessment using our RNA signature, discriminates the
patient’s OS as effectively as current methods. To the best of our
knowledge, this is the first time that a predictive signature has
been composed of genes belonging to the same mechanism (miR-
16) in UM. Altogether, our results strongly suggest that UM is a
miR-16 disease.

DOI 10.26508/15a.202201643 | Received 2 August 2022 | Revised 13 September
2022 | Accepted 15 September 2022 | Published online 6 October 2022

Introduction

Uveal melanoma (UM) is the most common primary intraocular
tumor in adults. No effective treatment is currently able to coun-
teract UM metastasis (Jager et al, 2020). UM carries mutually ex-
clusive mutations that trigger overactivity of the Gaq pathway (G
protein subunit alpha q [GNAQ], G protein subunit alpha 11 [GNA11],
Phospholipase C Beta 4 [PLCB4], or Cysteinyl Leukotriene Receptor 2
[CYSLTR2]) (Robertson et al, 2018).

UM is considered to be a G protein-coupled receptor disease.
However, additional genetic events occur, such as BES alterations,
BRCA1-associated protein 1(BAP1), Eukaryotic Translation Initiation
Factor 1A X-Linked (EIF1AX) and Splicing Factor 3b Subunit 1(SF3B1),
and recurrent copy number variations (CNVs). UM is usually a
diploid tumor with recurrent CNV of whole chromosomes or arms.
Among these genome structural variations, monosomy 3 is the most
frequent (~50% of cases). 1p loss, 1q gain, 6p gain, 6q loss, 8 gain, 8p
loss, and 8q gain complete the UM genomic landscape. Monosomy 3
is clearly associated with a high risk of metastasis (Horsman et al,
1990; Bagger et al, 2014; Robertson et al, 2018; Shain et al, 2019).
Although the loss of chromosome 3 induces the loss of BAP1
(3p21.1), the role of the other genes located on chromosome 3 in
tumor aggressiveness is not excluded. Gain of 8q is also common in
UM (~50% of cases). It has been suggested that genes on chro-
mosome 8q, such as MYC, and POU Class 5 Homeobox 1 (POU5F1),
and Protein Tyrosine Phosphatase 4A3 (PTP4A3) may explain the
poor overall survival (OS) of UM patients (Meir et al, 2007; Durante
et al, 2020; Pandiani et al, 2021). PTP4A3 has been shown to promote
migration and invasiveness in an UM cell line, and high PTP4A3
MRNA levels correlate with poor OSs of patients. It is important to
note that the high level of PTP4A3 mRNA (up-regulated in 66% of
UM) is not merely a consequence of 8q gain (Laurent et al, 2011,
Duciel et al, 2019). To date, the molecular mechanism promoting
high expression levels of PTP4A3 and MYC remains unsolved de-
spite the deleterious consequences.

Although UM is considered to be a G protein—coupled receptor
disease with BES alterations and CNVs, at least three other cellular
processes seem to be frequently deregulated. These include the
YAP pathway which is activated via Hippo-independent activation,
splicing activity and translation initiation as a result of alterations
in BAP1, Serine And Arginine Rich Splicing Factor 2 (SRSF2), RNA
Binding Motif Protein 10 (RBM10) EIF1AX, and other genes
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ANNEXE Ill : Formations suivies

Mardi 25 avril 2023

_>'\'/<_ Université ATTESTATION DES FORMATIONS SUIVIES
%N de Rennes

LECLERC Delphine

Doctorant(e) a

» Etablissement : Université de Rennes
« Ecole Doctorale : Ecole doctorale Sciences de la vie et de la santé

Total du nombre d’heures comptabilisées : 82:00

Total autres modes de comptabilisations éventuels : 2.0 Jours
a suivi les formations ci-dessous :
Catégorie :

Nombre d’heures comptabilisées dans la catégorie : 13:00

Autres mode de comptabilisation éventuel :

Sous-catégorie de Int|tulg de la Intitulé Session ou demande | Année Comptabilisation
: formation ou . o Type
formation P d'équivalence civile (heures et autres)
équivalence
Biostatistiques | : 13:00
Introduction a la DIS-BS-X-320 2021 ) Formation
biostatistique
Catégorie : Ethique et intégrité scientifique
Nombre d’heures comptabilisées dans la catégorie : 11:00
Autres mode de comptabilisation éventuel :
Sous-catégorie de | Intitulé de la formation ou Intitulé Session ou Année Comptabilisation
f P demande o Type
formation équivalence P civile (heures et autres)
d'équivalence
Experllmentatlgn Session 2021 2021 02:00 Formation
humaine et animale
Ethique de la recherche
et intégrité scientifique Session du 9 juin 02:00
dans les relations 2021 de 10h00 & 2021 : Formation
humaines au travail en 12h00

VISIO

AXE 2 ETHIQUE DE LA
RECHERCHE ET IS
DANS LES DONNEES. Session 1 2021 03:00 Formation
2.7 MALTRAITANCE
DES DONNEES DE LA

Collége doctoral de Bretagne

college-doctoral@doctorat-bretagne.fr
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N Université
%" deRennes

ATTESTATION DES FORMATIONS SUIVIES

Mardi 25 avril 2023

HONNETE

FRAUDE A L'ERREUR

Introduction a I’éthique

de la recherche et a Sgssmn du ter 2020 04:00 Formation
e décembre 2020
I'intégrité scientifique
Catégorie : Maitriser l'information scientifique et technique : outils et méthodes
Nombre d’heures comptabilisées dans la catégorie : 13:30
Autres mode de comptabilisation éventuel :
Sous-catégorie de Int'tUIe. de la Intitulé Session ou demande | Année Comptabilisation
) formation ou . L Type
formation - d'équivalence civile (heures et autres)
équivalence
Trouver et réutiliser 02:00
ses données dans Session du 1er avril 2021 2021 : Formation
le respect du droit
Testez vos .
. Testez vos connaissance en
connassances en information scientifique et 02:00
information . >ntifiq 2022 ) Formation
s technique - 10 juin 2022 (en
scientifique et -
. visio)
technique
How much do you
How much do you know .
kn_o w ab out about scientific information? | 2022 02:00 Formation
scientific -
. . - 23 mai 2022
information?
Présenter et .
. Présenter et structurer sa
structurer sa thése these en vue du dépdt 02:00
en vue du dépbt . . P 2022 ) Formation
- . électronique en ALL et SHS
électronique en ALL | _ 15 mars 2022 (en visio)
et SHS
How to make your How to make your research
research more . .
Publications visible and more visible and accessible 02:30
o oo : publication strategy and 2022 ) Formation
scientifiques accessible : . .
o ethical aspects - 9 mai 2022
publication strategy o .
. - Site: Rennes (Beaulieu)
and ethical aspects
25LA
PROTECTION DES
DONNEES A
CARACTERE
PERSONNEL
DANS LE CADRE 03:00
D’UNE Session 2020/2021 2021 ’ Formation
RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
(AXE 2 ETHIQUE
DE LA
RECHERCHE ET
INTEGRITE

Collége doctoral de Bretagne

college-doctoral@doctorat-bretagne.fr
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_>\'/'<_ Université
N de Rennes

ATTESTATION DES FORMATIONS SUIVIES

Mardi 25 avril 2023

SCIENTIFIQUE
DANS LES
DONNEES)

Catégorie : Management et communication

Nombre d’heures comptabilisées dans la catégorie : 24:30

Autres mode de comptabilisation éventuel : 2.0 Jours

Sous-catégorie de Intltule_ de la Intitulé Session ou Année Comptabilisation
f formation ou . - Type
formation - demande d'équivalence civile (heures et autres)
équivalence
Les fondamentaux 06:00
du management et Session 2022 2022 Formation
dela 2.0 Jours
communication
Introduction au 18:30
management des Session 2022 2022 ) Formation
organisations
Catégorie : Pédagogie et pratique enseignante
Nombre d’heures comptabilisées dans la catégorie : 20:00
Autres mode de comptabilisation éventuel :
Sous-catégorie de | Intitulé de la formation ou Intitulé Session ou Année Comptabilisation
: P demande L Type
formation équivalence - civile (heures et autres)
d'équivalence
Mgd|a.t|'on Ma thése en 180 2022-2028 - 2023 20:00 Formation
scientifique secondes Rennes - Groupe 2

College doctoral de Bretagne

college-doctoral@doctorat-bretagne.fr
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Oniris

ECOLE NATYTIONALE
WOTERMA ST ACEOAI N TARE 7 [ DAL SrsTATON

Onirls - Service de la Formation Continue
Sile de la Garandiere

BP 82225

44322 NANTES CEDEX 3

Tl : 02 51 78 56 00

Fax: 025176550

Email : formaticn.continuefaniris.nantes {r

APE 85422

Siret 1 3008555 0000

N* TVA Intracommunavtalre FRES 130008535
N* de diclaration d'activite 52 4¢ 05590 48

ATTESTATION INDIVIDUELLE D’ASSIDUITE EN FORMATION

(L. 6353-1 du code du travail)

Je soussignée Laurence DEFLESSELLE, Direclrice Générale représentante légale d'ONIRIS - I'Ecole
Nationale Véiérinaire, Agroalimentaire et de 'Alimentation,

Atteste que Delphine LECLERC

Inscrit & |a formation suivante : Expérimentation Animale - Fonction de conception ou de réalisation des
procédures expérimentales - Module RongeursiLapins

Référenca Oninis - C21/EAS3

Date de début : 13/09/2021  Date de fin : 08/10/2021

D'une durée totale en heures :57

Conformément au programme pédagogique préélabli.

=2 A suivi la séquence en FOAD
D'une durée totzle en heures : 15

Suivi de |a réalisation des travaux exigés el des évaluations :

Nature des travaux Durée estimdz en | Appréciation
heure
Accés aux ressources pedagogiques 15 A réussi au controle des connaissances
documentaires at vidéos avant de comespondant
répondre au questionnaire d'évaluation

Onkis 3'engage a conserver sur foul suppert apprapnié et pour une durée d'au meins 5 anndes & compler ¢ @ fn ce fa ormalion 'ensemble des
pieces justificatives permettat de démoncrer (a réalté da fection d2 FOAD et nokamment les uslificafifs afférents aux lravaux réaisés ansi que
le3 évaluatlons y afférentes.

-> A suivi la séquence a Distance (classe virtuellg)
D'une durée tolalz en heures - 32

Aréussl au contréle des connaissances correspondant,
> A suivi la séquence en présentiel

D'une durée totale an heuras : 10

A réussi au contréle des connaissances correspondant,
O Nantes, ke 18 Cetobre 2021
S Pour la Drectrice Générale

5N Par délégation

m-n:' [

Al

F- 000 Rates Gedil
et

= -
@ LN T e

Danz voke IMErBL, conzervaz come aesladon,

SANTE ET ALIMENTATION AU CCEUR DE LA VIE

e de i Crantreric » C5 40706 « 44307 NANTES CEDEX 3 ’ Site de I3 Ghraudibre « €5 32225 » 44322 NANTES CEOEX 3
TSLOZ240 6077 77 e 76,02 5178 54 54
Divection Géndralz) Elabizzemant cu Minissere ce Az iture of dn PAFmentation
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ANNEXE IV : Missions enseighement

UMIVERSITE DE%

RENNES1

AVENANT N°01 AU CONTRAT DE RECRUTEMENT EN QUALITE DE
DOCTORANT CONTRACTUEL

Vu le code de la recherche et notamment son article L412-2 ;
Vu le code de la propriété intellectuelle, et notamment son article R611-14 ;

Vu la loi n°84-16 du 11 janvier 1984 modifiée, portant dispositions statutaires relatives a la fonction publique de
I'Etat ;

Vu le décret n°84-431 du 6 juin 1984 modifié fixant les dispositions statutaires communes applicables aux
enseignants-chercheurs et portant statut particulier du corps des professeurs des universités et du corps des
maitres de conférences ;

Vu le décret n°86-83 du 17 janvier 1986 modifié, relatif aux dispositions générales applicables aux agents non
titulaires de I'Etat ;

Vu le décret n°2000-815 du 25 aolt 2000 modifié relatif a 'aménagement et a la réduction du temps de travail
dans la fonction publique de I'Etat et dans la Magistrature ;

Vu le décret n°2009-464 du 23 avril 2009 modifié relatif aux doctorants contractuels des établissements publics
d'enseignement supérieur ou de recherche ;

Vu l'arrété du 29 aodt 2016 fixant le montant de la rémunération du doctorant contractuel ;

Vu l'arrété du 25 mai 2016 fixant le cadre national de la formation et les modalités conduisant a la délivrance du
dipldme national du doctorat ;

Vu la proposition de la direction de I'école doctorale concernée, ayant recueilli les avis favorables du directeur
ou de la directrice de thése et de la direction de I'unité ou de I'équipe de recherche concernée ;

Vu le contrat d'engagement signé entre Madame DELPHINE LECLERC et I'Université de Rennes 1 a compter
du 01/10/2020 ;

Entre les soussignés,

Le Président de I'Université de Rennes 1, établissement public a caractére scientifique, culturel et professionnel,
d'une part,

ET

Madame DELPHINE LECLERC,

née le 10/06/1997, LONGJUMEAU, Essonne, France

désigné ci-dessous le doctorant contractuel,

d'autre part,

Il a été convenu ce qui suit :

Article 1er : OBJET:

Le présent avenant a pour objet de compléter les missions et la rémunération, initialement
prévues dans le contrat doctoral signé entre les parties.

Page:1/2
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Article 2 :

Article 3 :

Article 4 :

Article 5 :

Article 6 :

L'intéressé(e)

SERVICE CONFIE AU DOCTORANT:

Conformément a l'article 4-bis du contrat précité, le doctorant contractuel pourra accomplir,
pendant la durée de son contrat, un service annuel qui comprendra, outre les activités de
recherche liées a la préparation de son doctorat, une ou des activités complémentaires parmi
celles listées ci-dessous.

- Une mission d'enseignement y compris dans le domaine de la formation continue, pour un
service annuel au plus égal au tiers du service annuel d'enseignement de référence des
enseignants-chercheurs, défini a I'article 7 du décret du 6 juin 1984 susvisé soit, un
maximum annuel de 64h équivalent TD ou TP ;

- Une mission dans le domaine de la diffusion de l'information scientifique et technique et de
la valorisation des résultats de la recherche pour une durée annuelle maximale de 32 jours ;
- Une mission d'expertise effectuée dans une entreprise, une collectivité territoriale, une
administration, un établissement public, une association ou une fondation pour une durée
annuelle maximale de 32 jours.

La durée totale des activités complémentaires aux activités de recherche confiées au
doctorant dans le cadre du contrat doctoral ne peut excéder un sixieme de la durée annuelle
de travail effectif fixée par le décret du 25 aolt 2000 susvisé.

DESCRIPTION DE LA MISSION:

Unité de recherche du contrat: UMR_S Oncogenesis Stress Signaling - UMR_S 1242

Mission : Enseignement

Objet de la mission : Enseignement en Biologie cellulaire au sein de la composante
d'enseignement Sciences de la Vie et de I'Environnement

Nombre d'heures équivalent TD prévu par le présent avenant : 30h éq TD (Taux horaire:
42.86€)

Période : 01/10/2022 au 31/08/2023

REMUNERATION DE L'ACTIVITE COMPLEMENTAIRE

Rémunération complémentaire mensuelle brute prévue au titre de la présente mission
complémentaire: 116.90€.

Cette rémunération est indexée sur I'évolution des rémunérations de la fonction publique.
DUREE DE L'AVENANT

Le présent avenant prend effet le 01/10/2022 jusqu'au 31/08/2023.

Toute modification éventuelle des dispositions de ce présent avenant fera I'objet d'un
avenant complémentaire.

Fait a Rennes, le 10 octobre 2022

La Directrice
des Ressources humaines
de I'Université de Rennes 1

Anne Glidic

DELPHINE LECLERC

Imputation:
Centre de colt : 912SGEN
Destination : D101

Page:2/2
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Signaling

"l % CHU ncogenesis
fi Inserm G

Unité INSERM U1242 Oncogenesis Stress Signaling

Or Cédric Ménard

Mditre de Conférence des Universités-Praticien Hospitalier en Immunologie
Faculté de Médecine de Rennes (Université Rennes 1)

cedric.menard@chu-rennes.fr

Objet : Attestation d’enseignement

Je soussigné Docteur Cédric MENARD, coordonnateur et responsable des unités
d’enseignement de Master 2 « Technologies d’Analyse du Vivant » (TAV) et « Biotechnologies
en recherche diagnostique et thérapeutique » (BDT) de la mention « Biologie Santé » du
Master « Science, Technologies, Santé » porté par la Faculté de Médecine (Université de
Rennes 1), atteste que Mademoiselle Delphine LECLERC a bien assuré au cours de I'année
universitaire 2022-2023 dans le cadre de I'enseignement de ce Master:

- une séance d’encadrement de Travaux Dirigés (TD) de 3h dans 'UE TAV ;

- une séance de TD de 3h consacrée a la lecture critique d’article dans 'UE BDT ;

- un cours magistral de 2 heures intitulé « Potentiels et succes thérapeutiques de I'approche
CRISPR » (soit 3 heures équivalent TD) ;

soit un total de 9h de cours équivalent TD dans notre mention de Master 2.

Fait a la demande de l'intéressé, pour faire valoir ce que de droit.
Fait a Rennes, le 22 novembre 2022

Dr Cédric Ménard

@AY )2

Faculté de Médecine TEL. 33 (0)2 23 23 49 55

2 avenue du Prof. Léon Bernard FAX 33 (0)2 23 23 49 58

CS 34317

35043 RENNES CEDEX u1236-micmac@univ-rennes1.fr
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ANNEXE V : Congres

Séminaire de Génétique de I'Ouest
9 & 10 Septembre 2021

Domaine de Port aux Rocs
Le Croisic

Attestation de présence

Je soussignée le Pr Sylvie Odent, certifie que : Mme Delphine LECLERC

a participé au Séminaire de Génétique de I'Ouest ayant pour théme : Neurogénétique et communications libres

Date : 10 Septembre 2021 - 1 jour
Durée de la formation : 03h15

Au Croisic, le 10 Septembre 2021

Pfgw‘eﬂ!/r S. ODENT
@é Génétique Médicale

CHU RENNES

Séminaire de Génétique de I'Ouest 2021

COMITE D’ORGANISATION

Pr Sylvie ODENT — CHU de Rennes

Centre de Référence maladies Rares Anomalies du développement CLAD-Ouest

P6le médico-chirurgical de Pédiatrie et Génétique Clinique CHU de Rennes.

Coordinatrice du réseau GEM-EXCELL - réseau d'excellence de génétique et de génomique du Grand-Ouest

Amandine CHARRETON
Cheffe de projet réseau GEM-EXCELL

Florence PIQUET
Institut de la Mére et de L’enfant - Rennes
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__ ASSISES DE GENETIUE HUMAINE ET MEDIGALE 8 8
£ COUVENT DES JACOBINS, RENNES 1-4 FIVRIFR 2022 i

RNFFGH www.assises-genetique.org

Delphine Leclerc

Centre Eugene Marquis

INSERM U1242

INSERM U1242, 0SS

CLCC Eugene Marquis

Rue de la Bataille Flandres Dunkerque
35042 Rennes

France

ATTESTATION DE PRESENCE

La société MCO Congres atteste que :
Delphine Leclerc

a participé au Congrées : 11émes Assises de Génétique Humaine et Médicale
qui s'est déroulé du 01 février 2022 au 04 février 2022

a Rennes - le Couvent des Jacobins - Centre de congres de Rennes Metropole

Fait a Rennes, le 07 février 2022
11émes Assises de Génétique Humaine et Médicale

SAS MCO CONGRES
Villa Gaby, 285 Corniche J.F Kennedy
13007 Marseille
Tel. : 04 95 09 38 00 - Fax :{4195 093801

Siret : 383-730 181 00 APE 8230Z
3¢/81.

VA Intra. F

MCO Congres - SAS au capital de 37 000 euros
SIRET 383 730 181 00054 Marseille - APE 8230Z - TVA INTRACOMMUNAUTAIRE FR84 383 730 181
RCS 383 730 181 RCS Marseille
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CRISPR and
Translational Medicine
congress

This is to certify that

Delphine LECLERC, PhD student

"Chemistry, Oncogenesis, Stress, Signaling" (COSS)
Inserm U1242
Universite de Rennes 1

has participed at the CRISPR and Translational
Medicine Congress, in Bordeaux
from 31 mars / 1° avril 2022

Congres CRISPR and Translational Medecine congress
Université de Bordeaux
31 mars/1¢" avril 2022 Bordeaux (France)
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ANNEXE VI : Récompenses

LOREAL

Clichy, le 20 juillet 2022

Envoyé par courrier électronique

Objet : Prix Jeunes Talents France 2022 L’Oréal-UNESCO Pour les Femmes et la Science

Chére Madame,

Depuis 24 ans, le programme L’Oréal-UNESCO Pour les Femmes et la Science révéle et
distingue des femmes scientifiques de tous les continents a différents moments de leur
carriere.

Le programme francais des Jeunes Talents L’Oréal-UNESCO Pour les Femmes et la Science
(ci-apreés le programme) a pour but d’identifier et de récompenser de jeunes chercheuses
talentueuses dans les sciences de la vie et de I’environnement, sciences de la matiére,
mathématiques, informatique et sciences de I’information, sciences de l’'ingénieur et
technologie, pour la qualité de leurs travaux de recherche, et les encourager a poursuivre une
brillante carriére scientifique.

Les dotations sont remises par la Fondation L’Oréal et s’inscrivent dans le cadre dun
partenariat avec la Commission nationale frangaise pour 'UNESCO et 1’Académie des
sciences. Depuis leur création en 2007, 335 prix Jeunes Talents France ont €té remis.

En 2022, vingt-trois doctorantes et douze post-doctorantes ont été sélectionnées.
Par la présente, nous avons le trés grand plaisir de vous confirmer que vous avez été retenue
pour faire partie des Jeunes Talents France 2022, au regard des critéres de la sélection du

Prix conditionnant 1’attribution des dotations.

Nous vous adressons toutes nos plus vives félicitations pour cette récompense.

Pour la bonne forme, nous vous remercions de bien vouloir nous retourner par email, sous
huitaine, I’exemplaire des présentes diiment signé, manifestant ainsi votre accord.

Nous vous prions, Chére Madame, d’agréer 1’expression de nos salutations distinguées.

Fait a Clichy, le 20 juillet 2022

Madame Pour la Fondation L’OREAL

Elisa Simonpietri, Pharm. D

Directrice internationale des programmes Science
Secrétaire Exécutive des prix L’Oréal-UNESCO
Pour les Femmes et la Science

Fondation L’Oréal

i Signature :
Signature :
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College doctoral de Bretagne

Rennes, le 26 avril 2023

Finale bretonne Ma thése en 180s

Attestation

Je soussigné, Valérie Le Cann, responsable administrative adjointe du Collége doctoral de
Bretagne, certifie que :

Madame Delphine LECLERC (doctorante)
Oncogenesis Stress Signalling (OSS-INSERM)
Université de Rennes

A obtenu le prix du jury de la finale régionale de Ma thése en 180s a Rennes

Le 14 mars 2023 a I'Espace des sciences aux Champs libres

Fait pour servir et faire valoir ce que de droit,

Valérie Le Cann
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Evaluation des outils d’édition du génome pour les applications biomédicales :

du diagnostic au traitement

Mots clés : génétique, édition du génome, CRISPR/Cas9, thérapie génique

Résumé: Ces dernieres années, de
considérables progrés ont été obtenus en
médecine génomique. L’apport de la technologie
de séquencage haut-débit dans les laboratoires de
génétique médicale a notamment permis de mieux
diagnostiquer les pathologies génétiques rares.
Malgré cette avancée, un nombre important de
patients diagnostiqués se retrouvent en errance
thérapeutique. Environ 250 millions de personnes
souffrent de pathologies génétiques rares et moins
de 5% de ces pathologies disposent aujourd’hui de
traitements  efficaces. La découverte et
'amélioration constante des outils CRISPR/Cas9
ont ouvert la porte a une nouvelle médecine, la
chirurgie du génome. Dans ce contexte, une partie
importante des altérations génétiques

responsables de maladies rares peuvent étre en
théorie directement corrigées par cette
approche, ouvrant une perspective
thérapeutique inespérée pour des patients étant
parfois les seuls porteurs de ces altérations
génétiques. Au cours de ma thése, jai
I'opportunité de développer et d’évaluer les outils
d’édition du génome CRISPR/Cas9, d’'une part
pour concevoir et mesurer [lefficacité de
nouveaux traitement in vitro, et d’autre part pour
installer et décrypter le rble biologique de
variants génétiques de signification inconnue.
Désormais, il est possible de corriger ou créer
ces variants en recherche fondamentale afin
d’aider les cliniciens a conclure sur leur réle
biologique ouvrant la porte a des thérapies
personnalisées dans un futur proche.

Evaluation of genome editing tools for biomedical applications:

from diagnosis to treatment

Keywords: genetics, gene editing, CRISPR/Cas9, gene therapy

Abstract: Recently, considerable progress has
been made in genomic medicine. The use of high-
throughput sequencing technology in medical
genetics laboratories has made it possible to
diagnose rare genetic pathologies. Conversely, a
significant number of diagnosed patients are in
treatment wandering. No less than 250 million
people suffer from rare genetic diseases and less
than 5% of these diseases have effective
treatments today. Thanks to the emergence and
constant improvement of CRISPR/Cas9 tools,
medicine has entered a new therapeutic era of
genome surgery. In this context, an important part
of the genetic alterations responsible for rare

diseases can, in theory, be directly corrected by
this approach, opening an unexpected
therapeutic perspective for patients being
sometimes the only carriers of these genetic
alterations. During my thesis, | had the
opportunity to develop CRISPR/Cas9 gene
editing tools, first to design and measure the
efficiency of new treatments in vitro, and second
to install and decipher the biological role of
variants of unknown significance. It is now
possible to correct or create these variants in
basic research in order to help clinicians
conclude their biological role, opening the door
to personalized therapies in the near future.



