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GLOSSAIRE 

Terme Définition 

ADN L'acide désoxyribonucléique ou ADN est une macromolécule 

biologique présente dans toutes les cellules ainsi que chez de 

nombreux virus. L'ADN contient toute l'information 

génétique, appelée génome, permettant le développement, le 

fonctionnement et la reproduction des êtres vivants. 

ARN m Acide nucléique essentiel dans le transport du message 

génétique et la synthèse des protéines. 

ARN guide  ARN s'associant à une enzyme ou à un complexe protéique, 

qui, lorsqu'il s'apparie à une séquence d'ARN ou d'ADN 

complémentaire, permet à l'enzyme ou au complexe protéique 

de se positionner sur cet ARN ou ADN complémentaire. 

Acides aminés Les acides aminés sont des molécules qui entrent dans la 

composition des protéines grâce à leur assemblage par des 

liaisons que l'on appelle peptidiques. 

Allogénique Terme qui fait référence à l'ADN, aux cellules, aux tissus ou 

aux organes prélevés chez un donneur pour être administrés à 

un receveur qui est fortement, mais non entièrement, 

compatible avec le donneur sur le plan génétique 

Bacériophage  Les bactériophages, ou phages (grec, phageton signifie 

nourriture/consommation), plus rarement virus bactériens, sont 

des virus n'infectant que des bactéries. Ils sont omniprésents 

dans l'ensemble de la biosphère. 

Direct repeat (Les 

répétitions palindromiques 

successives)  

Les répétitions directes sont un type de séquence génétique qui 

consiste en deux répétitions ou plus d'une séquence spécifique. 

En d'autres termes, les répétitions directes sont des séquences 

nucléotidiques présentes en plusieurs copies dans le génome. 

Endonucléase Une endonucléase est une nucléase, qui coupe un acide 

nucléique en fragments plus courts. Les endonucléases sont 

capables de couper au milieu de la chaîne, par opposition aux 

exonucléases qui n'attaquent que les nucléotides situés aux 

extrémités des fragments. 

Espaceur  Fragment d'ADN de phage ou de plasmide invasifs, inséré 

entre deux courtes répétitions palindromiques successives du 

chromosome de nombreuses archées et bactéries. 

Gène Le gène est sélectionné d'un chromosome constitué d'ADN et 

conditionnant la transmission et l'expression d'un caractère 

héréditaire déterminé. Les gènes sont les unités responsables 

de l'hérédité, qui contrôlent les caractères ou aptitudes propres 



 

 

 

 

à un organisme. 

Intégrases 

                                                                                                                

Ce sont des protéines enzymatiques produits par les 

rétroéléments à ARN tels que les rétrovirus ou les 

rétrotransposons, et qui catalyse l'étape dite d'intégration du 

cycle réplicatif de ces agents infectieux. L'ADN étranger est 

ainsi "intégré" dans le génôme de l'organisme hôte. 

Knock-out En biologie moléculaire, le knock-out, en français « 

invalidation génique », est l'inactivation totale d'un gène. Ce 

terme fut initialement utilisé pour décrire la création de souris 

transgéniques chez qui un gène est invalidé par recombinaison 

homologue. 

Knockt-in Le knock-in est une technique de biologie moléculaire 

permettant d'étudier le rôle d'un gène. Le knock-in consiste à 

invalider un gène et de le remplacer par un autre gène, ou par 

un gène modifié. L'organisme synthétise le nouveau gène et 

l'assimile. 

Locus En génétique, un locus (pluriel «locus» ou «loci») est une 

position fixe (d'un gène ou d'un marqueur génétique) sur un 

chromosome. 

Maladie monogénique Les maladies monogéniques résultent d'une mutation qui 

affecte un seul gène. Parmi ces maladies, on peut citer la 

mucoviscidose également appelé fibrose kystique du pancréas. 

Maladie héréditaire Altération de l'état de santé transmissible aux descendants par 

les gamètes (cellules reproductrices) et résultant de la mutation 

(modification pathologique) d'un ou de plusieurs gènes. 

Opéron   Un opéron est une unité d'ADN fonctionnelle regroupant des 

gènes qui opèrent sous le signal d'un même promoteur, une 

section d'ADN qui déclenche leur transcription. Les gènes sont 

ainsi transcrits en ARN messager ensemble et concourent à la 

réalisation d'une même fonction physiologique. 

Promoteur Séquence d'ADN favorisant l'initiation de la transcription et, le 

plus souvent, située en amont de la partie transcrite des gènes. 

Plasmide un plasmide est une molécule d'ADN distincte de l'ADN 

chromosomique, capable de réplication autonome et non 

essentielle à la survie de la cellule. Les plasmides sont 

bicaténaires (constitués de deux brins complémentaires) et 

généralement circulaires. 

Rétrovirus est un virus dont le génome est constitué d'ARN et dont le 

cycle viral comprend une étape de rétrotranscription au cours 

de laquelle un ADN est produit à partir de cet ARN. ... Cet 

ADN complémentaire du génome viral s'intègre dans le 



 

 

 

 

génome de la cellule-hôte 

Système immunitaire 

adaptatif 

permet d'amplifier la réponse immunitaire et confère à la fois 

une réponse spécifique à l'antigène, et donc particulièrement 

adaptée à l'agent infectieux, et une réponse mémoire 

permettant une élimination plus efficace du même agent 

infectieux si l 'organisme y est de nouveau confronté 

trasposon est une séquence d'ADN capable de se déplacer de manière 

autonome dans un génome, par un mécanisme appelé 

transposition. Cette transposition est rendue possible sous 

l'effet d'une enzyme, la transposase. Cette transposase coupe la 

chaîne d'ADN, qui est ensuite réparée. 



 

 

 

 

Résumé 

 

La drépanocytose (SCD) est une maladie causée par une mutation du gène de la β-globine (HBB), plus 

précisément à cause d’un polymorphisme nucléotidique où le gène muté deviendra (HbS). 

Cette pathologie touche des millions de personnes dans le monde et se transmet selon un mode autosomique 

récessif, le seul traitement curatif disponible est la greffe de la moelle osseuse, qui est une intervention 

coûteuse et risqué car elle peut engendrer des complications et effets indésirables.  

Une stratégie curative pour les β-hémoglobinopathies permet grâce à la correction génique par le système 

CRISPR Cas9, donc que peut-on savoir sur cette technologie et quels sont ces composants ? 

Le but de ce travail (Modélisation in silico de l’implication du gène HBS dans la drépanocytose avec 

CRISPR-cas9) est de faire une étude in silico par outils bioinformatiques sur la mutation qui cause cette 

maladie, suite a cela et après avoir obtenu récolte de la séquence d’intérêt par le BLAST n (alignement 

nucléotidique), l’utilisation d’ORF FINDER pour connaitre les différents cadre de lecture du gène HBB, 

l’utilisation de swis-model nous permet de faire une modélisation de la structure tridimensionnelle de la 

protéine du gène HBB, et après l’obtention la séquence d’intérêt (séquence qui conduit à la drépanocytose) 

nous ferons une conception par la plateforme Benchling composée de plusieurs outils qui permettent 

d’appliquer  des conceptions sur les composants du système CRISPR (L’ARN  guide et l’endonucléase cas9, 

le vecteur  plasmidique et l’ADN recombinant pour la réparation homologue). A cet effet, nous estimons que 

les résultats obtenus de cette recherche comporterons tous les éléments essentiels pour débuter la 

manipulation expérimentale in-vitro d'une thérapie génique sur des patients atteints de la drépanocytose. 
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Abstract 
 

 

Sickle cell disease (SCD) is a condition caused by a mutation in the β-globin (HBB) gene, specifically due to 

a nucleotide polymorphism where the mutated gene becomes (HbS). This pathology affects millions of 

people around the world and is transmitted in an autosomal recessive mode; the only curative treatment 

available is a bone marrow transplant, which is an expensive and risky procedure because it can cause 

complications and adverse effects. A curative strategy for β-hemoglobinopathies would be through gene 

correction by the CRISPR Cas9 system, but what is this technology; and what are these components? 

The goal of this study (In silico modeling of the involvement of the HBS gene in sickle cell disease with 

CRISPR-cas9) is to make an in silico study using bioinformatic tools of the mutation that causes this disease, 

harvesting the sequence of interest by the BLAST n (nucleotide alignment), the use of ORF FINDER to know 

the different reading frames of the HBB gene, the use of swiss-model which allows us to model the three-

dimensional structure of the protein of the HBB gene , then after having had the sequence of interest 

(sequence which leads to sickle cell anemia) we will make a design by the Benchling platform which is 

composed of several tools which allow to make designs of the components of the CRISPR system (RNA 

guides and endonuclease cas9) vector (plasmid) and recombinant DNA for homologous repair. Towards the 

end, the results obtained from this research will include all the essential elements to begin the in-vitro 

experimental manipulation of a gene therapy on patients with sickle cell disease and really know if it is 

possible to cure them using our method of génotherapy. 
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 الملخص

ات حيث يصبح ، خاصة بسبب تعدد أشكال النوكليوتيد )β-globin )HBB( هو حالة ناتجة عن طفرة في جين SCDمرض الخلايا المنجلية )

و زرع هيد المتاح (. يؤثر هذا المرض على ملايين الأشخاص حول العالم وينتقل بطريقة وراثية متنحية ؛ العلاج الوحHbS) طافر الجين 

 لهيموجلوبيناعتلال لانخاع العظم ، وهو إجراء مكلف ومحفوف بالمخاطر لأنه يمكن أن يسبب مضاعفات وآثار سلبية. الاستراتيجية العلاجية 

 ، ولكن ما هي هذه التقنية؟ وما هي هذه المكونات؟ 9حيح الجينات بنظام كريسبر كاس بيتا تكون من خلال تص

هو إجراء دراسة  (CRISPR-cas9في مرض الخلايا المنجلية باستخدام  HBSالهدف من هذه الدراسة )في النمذجة السيليكونية لتورط الجين 

)محاذاة  BLAST nتسبب هذا المرض ، وحصاد تسلسل الاهتمام من قبل  في السيليكو باستخدام أدوات المعلومات الحيوية للطفرة التي

لذي يسمح لنا ا، واستخدام النموذج السويسري  HBBلمعرفة إطارات القراءة المختلفة لجين  ORF FINDERالنوكليوتيدات( ، واستخدام 

قوم فقر الدم المنجلي( سن لاهتمام )التسلسل الذي يؤدي إلى، ثم بعد ذلك كان لدينا تسلسل ا HBBبنمذجة البنية ثلاثية الأبعاد لبروتين جين 

و  RNA)أدلة  CRISPRالتي تتكون من عدة أدوات تسمح بعمل تصميمات لمكونات نظام  Benchlingبتصميم من خلال منصة 

endonuclease cas9 ، تم الحصول  تائج التيستشمل الن( ناقل ) البلازميد( والحمض النووي المؤتلف من أجل الإصلاح المتماثل. في النهاية

جلية لخلايا المنبمرض ا عليها من هذا البحث جميع العناصر الأساسية لبدء المعالجة التجريبية في المختبر للعلاج الجيني للمرضى المصابين

 ومعرفة ما إذا كان من الممكن علاجهم باستخدام طريقة العلاج الجيني لدينا.
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La drépanocytose (SCD) est un terme générique utilisé pour divers troubles génétiques 

héréditaires qui entraînent une malformation de la structure des protéines de l'hémoglobine, 

conduisant à des globules rouges anormaux en forme de faucille et à un large éventail d'autres 

pathologies cliniques. La drépanocytose affecte 70 000 à 100 000 personnes aux États-Unis 

(Hassell, 2010) et environ 300 000 nouveau-nés dans le monde chaque année (Piel, Steinberg 

and Rees, 2017) ce qui en fait l'une des maladies monogéniques les plus courantes. Aux 

États-Unis, la durée de vie médiane des patients SCD est de 42 ans pour les femmes et de 38 

ans pour les hommes (Lanzkron, Patrick Carroll and Haywood, 2013) . Depuis 

l'identification de la mutation monogénique causale en 1956 par V.M. Ingram (Ingram, 1956)  

la génétique et la régulation des gènes impliqués ont fait l'objet de recherches intensives. La 

SCD est causée par l'héritage de deux copies anormales du gène de la β-globine (HBB), dont 

au moins une est la variante de l'hémoglobine S (HbS). La présence de deux copies du gène 

HbS (HbSS) provoque l'anémie falciforme, le cas le plus grave par rapport à l'hétérozygotie 

composée (Frenette et al., 2007). La variante HbS est le résultat d'une substitution 

nucléotidique unique de A à T dans le codon pour le sixième acide aminé dans la protéine β-

globine, une sous-unité de la protéine hémoglobine tétramérique transportant l'oxygène 

(α2β2) dans les globules rouges (Frenette et al., 2007). Cette mutation ponctuelle convertit 

un acide glutamique hydrophile en une valine hydrophobe en position six dans la β-globine, 

conduisant à un repliement anormal de l'hémoglobine. L'hémoglobine HbS qui en résulte a 

tendance à polymériser et à s'agréger, transformant les globules rouges en cellules rigides en 

forme de faucille. Ces cellules inflexibles ont tendance à se coller les unes aux autres et aux 

parois des vaisseaux sanguins, provoquant une vaso-occlusion, ce qui ralentit le flux sanguin 

et diminue l'apport d'oxygène aux tissus. Une telle mauvaise circulation sanguine peut 

endommager les organes et entraîner beaucoup de complications. Malheureusement il n'y a 

pas encore de remède universel; cependant, des traitements de soutien pour aider à réduire les 

complications de la maladie sont disponibles. Ces traitements comprennent les transfusions 

sanguines, les thérapies préventives telles que la prophylaxie à la pénicilline et la vaccination 

antipneumococcique, et la thérapie à l'hydroxyurée, qui diminue la polymérisation de l'HbS en 

augmentant les taux d'hémoglobine fœtale (HbF) (Aliyu and Tumblin, 2005). Compte tenu 

du fait que toutes les cellules sanguines sont dérivées de cellules souches hématopoïétiques 

(CSH), le seul traitement curatif disponible pour la drépanocytose a été la transplantation de 

cellules souches hématopoïétiques (HSCT) allogénique de donneurs sains pour reconstituer le  
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corps du patient avec des cellules sanguines saines (Shenoy, 2011). Cependant, même si la 

GCSH, mais cette méthode n'est pas disponible pour tous les patients en raison de la rare 

disponibilité de donneurs appariés et des effets secondaires associés, y compris à long terme 

toxicités telles que l'infertilité et les endocrinopathies. Pour guérir des maladies monogéniques 

comme les SCD pour lesquelles la mutation causale est déjà identifiée, une autre approche 

prometteuse serait de corriger directement la mutation au niveau du locus endogène sans avoir 

besoin de l'expression d'un gène exogène. Une telle thérapie basée sur l'édition génique 

précise pourrait offrir une alternative plus sûre aux thérapies basées sur l'expression 

transgénique actuelles grâce à la technologie communément appelées (CRISPR / Cas9); 

groupement régulier de courtes répétitions palindromiques espacées (CRISPR) - protéine 

associée à Cas9. Le but de ce mémoire est l'étude de la technologie CRISPR / Cas9 pour 

analyser la mutation HbS responsable de la drépanocytose et proposer une stratégie 

thérapeutiques potentielle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 1                                                           Partie bibliographique 

 

 

4 

 

1. Généralités sur le CRISPR-Cas9 

1.1. Historique 

1.1.1. Origine du CRISPR 

 En 1987, Ishino et coll. observent, après la séquence du gène iap dans le génome 

d’Escherichia coli, une structure constituée de la répétition de cinq séquences conservées de 

29 nucléotides, séparées par des espaceurs ou spacers uniques de 32 nucléotides. Une seconde 

étude par cette même équipe montre que cette séquence n’est pas codante et qu’elle est 

retrouvée dans d’autres espèces proches. Aucune fonction ne lui est attribuée. Des structures 

similaires sont observées au cours des dix années suivantes par différentes équipes, chez des 

bactéries et des arches. L’acronyme CRISPR pour Cluster of Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats est proposé par Jansen et coll. en 2002 Les répétitions, appelées DR « 

direct repeat », semblent posséder un palindrome qui pourrait leur conférer un rôle biologique 

(fig.1). L’étude publiée en 2002 par Tang et coll. démontre que la structure répétée est 

transcrite abondamment chez Archaeglobus fulgidus. Au cours de l’exploration de petits 

ARN, souvent impliqués dans la régulation de l’expression de gènes, les auteurs observent des 

ARN d’une taille correspondant à un DR plus un spacer, ainsi que des multiples de ces ARN 

et hybridant à différentes positions sur trois locus CRISPR  Ils en concluent qu’un long 

transcrit précurseur est maturé par coupures progressives en petits ARN et proposent 

l’hypothèse selon laquelle ces molécules pourraient jouer un rôle dans le fonctionnement du 

CRISPR. Cette observation sera faite chez d’autres espèces confirmant l’importance de 

l’étape de transcription. (Christine, 2018) 

 

1.1.2. Gènes cas 

 En 2002, Jansen et coll. montrent l’existence d’un groupe de gènes particuliers toujours 

situés près d’un CRISPR, et les appellent gènes cas pour CRISPR-associated L’étude montre 

que dans un génome possédant plusieurs CRISPR avec le même DR, un seul est associé au 

groupe de gènes cas. L’équipe décrit également le leader, une séquence flanquant le CRISPR 

sur un côté et possédant un motif TATA, et qui sera plus tard identifié comme le promoteur 

pour la transcription du CRISPR. (Christine, 2018)  
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1.1.3. Origine des spacers 

 En 2005 sont publiées trois études montrant de manière indépendante que les spacers 

correspondent majoritairement à des séquences virales ou plasmidiques, Deux des études in 

silico explorent les séquences génomiques procaryotes disponibles et réussissent à assigner 

une origine probable à 2 % des spacers par homologie de séquence Bolotin et coll. décrivent 

de plus la présence d’une courte séquence Pu-Py-A-A proche de la séquence homologue du 

spacer, appelée protospacer, et qui s’aligne avec la fin du DR (…ACAAC) chez 

Streptococcus thermophilus. Cette séquence sera à nouveau décrite en 2008, puis appelée 

Protospacer Adjacent Motif ou PAM en 2009, Les nombreuses études effectuées depuis la 

découverte d’un CRISPR en 1987 ont permis d’établir que le système CRISPR-Cas est un 

mécanisme d’immunité adaptative chez les procaryotes L'utilisation de la bioinformatique va 

puiser dans les données de génomique de divers espèces Pour analyser de nombreux fonctions 

et traitements biologiques. (Christine, 2018) 

 

 

Figure 1 : Diversité des séquences DR. Séquences du DR de six CRISPR appartenant à 

différentes espèces bactériennes. Le palindrome est surligné et la séquence 3’ terminale 

AAC/G est entourée. (Christine, 2018) 

 

           1.2. Définition 

Le système CRISPR-Cas est constitué du locus CRISPR, de l’anglais clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats, et de gènes cas (CRISPR-associated). Ce 

locus (fig.2) est composé de courtes séquences nucléotidiques répétées (appelées répétitions) 

intercalées de courtes séquences nucléotidiques variables et souvent uniques (appelées 

espaceurs, de l’anglais spacers) (Croteau Félix , Geneviéve . Rousseau, 2018) , La taille des 

courtes répétitions varie selon les espèces microbiennes, mais elles sont habituellement de 20 
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à 50 paires de base et leurs séquences peuvent partiellement former des structures 

palindromiques ,ces répétitions flanquent des espaceurs de tailles comparables, mais dont les 

séquences nucléotidiques sont souvent propres à chaque souche microbienne (Croteau Félix , 

Geneviéve . Rousseau, 2018). CRISPR-Cas est un système immunitaire adaptatif utilisé par 

de nombreux microbes pour se défendre contre l’invasion d’acides nucléiques tels que les 

génomes viraux et autres éléments génétiques mobiles. Le système microbien utilise son locus 

CRISPR pour stocker de l’information génétique afin de produire des ARN guides. Ces 

derniers, de concert avec des endonucléases (Cas), empêchent des invasions futures (Croteau 

Félix , Geneviéve . Rousseau, 2018). 

 

 Figure 2 : Représentation schématique d’un locus du système CRISPR- Cas.  

Le groupe de gènes cas est suivi du leader représenté par une boîte marquée L et d’une 

succession de séquences DR (losanges noirs) séparés par les spacers (rectangles 

colorés).(Christine, 2018). 

 

1.3. Différents types de systèmes CRISPR-Cas  

Il existe 3 types principaux (fig.3) du système CRISPR-Cas de l'immunité adaptative qui 

diffèrent par : 

          - les répertoires de gènes associés aux CRISPR (répertoires de cas gènes) 

          - l'organisation des opérons cas 

- la structure des répétitions au sein des matrices CRISPR (Jiang and Marraffini, 

2015)  
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     Figure 3 : Différentes types du système de CRISPR (Jiang and Marraffini, 2015) 

 

1.3.1. Systèmes CRISPR-Cas de types I  

 Utilisent des complexes multi-protéiques pour le ciblage guidé par le crRNA. 

-endoribonucléases de la famille Cas6 : clivage du pre-crRNA et biogenèse des crRNA des 

systèmes de types I-A, I-B, I-D, I-E et I-F (fig.4)  

-endoribonucléase Cas5d : clivage du pre-crRNA et biogenèse des crRNA des systèmes de 

type I-C  

-Chez Escherichia coli, les crRNAs sont incorporés dans un complexe multimérique 

appelée Cascade, complexe associé à CRISPR pour la défense antivirale), système CRISPR-

Cas de type I-E nécessaire pour la protection contre les bactériophages.  
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Figure 4 : Schéma représente la composition des gènes cas des systèmes CRISPR-Cas de 

types I-A à I-F (Charpentier et al., 2015) 

 

     1.3.2. Systèmes CRISPR-Cas de types II  

 Ce sont les plus simples (fig.5) : un petit ARN agissant en trans appelé tracrRNA (trans-

activating small RNA) s'apparie avec chaque répétition du pre-crRNA pour former un ARN 

double brin [tracrRNA:crRNA] clivé par la RNase III en présence de l'endonucléase Cas9. Ils 

génèrent des cassures double brin dans l'ADN invasif. 

 

Figure 5 : Schéma représente la composition des gènes cas des systèmes CRISPR-Cas de 

types II-A à II-C (Charpentier et al., 2015).    
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1.3.3. Systèmes de types III  

 Ce sont les plus complexes (fig.6). Ces locis contiennent des gènes codant des protéines 

Cas10 et des modules Csm (pour le type III-A) ou Cmr (pour le type III-B) qui forment 

ensemble les complexes de ciblage [Cas10-Csm] ou [Cas10-Cmr]. Comme dans les systèmes 

de types I, le clivage du pre-crRNA est réalisée par Cas6. Cependant, l'endonucléase Cas6 ne 

fait pas partie du complexe Cas10. Les systèmes de types III ont deux caractéristiques : la 

transcription de la cible est nécessaire pour l'immunité et les deux cibles d'ADN sont clivées. 

(Jiang and Marraffini, 2015) 

 

Figure 6 : Schéma représente la composition des gènes cas des systèmes CRISPR-Cas de 

types III-A et III-B (Charpentier et al., 2015) 

 

 1.4. Motifs PAM 

 Les séquences répétées (repeats) du locus CRISPR sont séparées par de courtes séquences 

d'ADN non répétitif - les séquences espaceurs (spacers) - qui proviennent de l'ADN invasif 

d'un plasmide ou d'un virus lors de la phase d'adaptation. Lors de l'interférence, la séquence 

nucléotidique espaceur (portée par le crRNA) doit être identique à une séquence du génome 

de ce plasmide ou de ce virus appelée proto-espaceur (protospacer - environ 20 nucléotides) 

afin que le complexe CRISPR-Cas bloque la réplication de l'ADN invasif. Dans les systèmes 

CRISPR-Cas de types I, de types II, il existe une séquence possédant un motif conservé qui 

suit immédiatement la séquence cible proto-espaceur. Cette séquence de l'ADN invasif de 2 à 

5 nucléotides est appelée motif adjacent au proto-espaceur (Protospacer Adjacent Motif - 

PAM).(Anders et al., 2014)  
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-Le motif PAM (fig.07) est :  

-nécessaire à l'acquisition des séquences espaceurs.  

-nécessaire à l'endonucléase Cas9 pour fixer l'ADN cible.  

-nécessaire au phénomène d'interférence. 

 

        Figure 7 : Motif adjacent au proto-espaceur (Protospacer Adjacent Motif  - PAM).  

(Siksnys and Gasiunas, 2016)  

Tableau I: Différentes espèces et leurs (Protospacer Adjacent Motif  - PAM). (Anders 

et al., 2014) 

       Espèce et type d'endonucléase Cas9    Motif PAM – N : désigne n'importe quel nucléotide 

Streptococcus pyogenes (SpCas9) - Type IIA SpCas9 reconnaît le motif PAM 5'-NGG-3' située à 3 

paires de base en 3' du site de clivage sur le brin 

d'ADN non complémentaire. 

SpCas9 - D1135E NGG 

SpCas9 - VRER NGCG 

SpCas9 - EQR NGAG 

SpCas9 - VQR NGAN ou NGNG 

Streptococcus mutans - Type IIA NGG 

     Streptococcus thermophilus B - Type IIA NNAAAAW 

Staphylococcus aureus - SaCas9 NNGRRT ou NNGRR(N) 

Treponema denticola - Type IIA NAAAAC 

Lactobacillus buchneri - Type IIA NAAAAN    

Francisella novicida - Type IIB NG 

Neisseria meningitidis - Type IIC NNNNGATT 
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1.5. Endonucleases Cas9  

 L'endonucléase Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpyCas9) est spécifique des systèmes 

de type II-A, Elle contient deux domaine nucléase très conservés (RuvC) et (HNH). (Fig.8) 

Le domaine RuvC est constitué de trois segments discontinus (RuvC-I à RuvC-III) : 

acides aminés 1 - 59, 718 - 769 et 909 - 1098) avec un lobe α-hélicoïdal inséré entre le 

premier et le deuxième segment, le domaine HNH (acides aminés 775 - 908) est inséré entre 

le deuxième et le troisième segment, elle contient aussi et domaine (Arg) région riche 

en arginine, domaine Topo-homologie, domaine C-terminal CTD (acides aminés 1099 - 1368) 

qui est impliqué dans la fixation du motif PAM (Jinek et al., 2014) 

 

         Figure08 : Schéma de la séquence polypeptidique et de l'organisation du domaine pour 

le type II-A Protéine Cas9 de S. pyogenes (SpyCas9). (Jinek et al., 2014) 

 

1.6. Mécanisme du système CRISPR/Cas  

Comme mentionné précédemment, les bactéries et les archaebactéries utilisent le 

système CRISPR/Cas pour se protéger contre l'invasion d'ADN étranger, tel que l'ADN viral. 

Trois types de systèmes CRISPR/Cas (I-III) ont été identifiés, le système de type II étant le 

mieux caractérisé. Dans le système de type II, de courtes séquences non répétitives appelées 

(spacers) sont intégrées dans chaque locus CRISPR. Ces (espaceurs) sont des vestiges d'une 

précédente invasion virale et servent de mémoire moléculaire qui peut être mobilisée pour 

améliorer l'issue de futures attaques (fig.9). Les espaceurs sont transcrits en ARN CRISPR 

(crRNA) et s'hybrident avec une autre molécule d'ARN, le crRNA transactivateur 

(tracrRNAs), pour former un complexe pré-crRNA-tracrRNA. Le traitement enzymatique 

produit une molécule mature de crRNA-tracrRNA ayant une homologie avec les séquences 
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virales qui guident la protéine de nucléase Cas pour couper les deux brins de l'ADN viral et 

désactiver le virus  (Wang et al., 2015) 

           

- Le système CRISPR-Cas passe par trois phases : 

a) Phase d'acquisition : aussi appelée d'adaptation, un système CRISPR-Cas conserve de 

courtes séquences d'ADN invasif (les séquences espaceurs - spacers) comme éléments de 

mémoire des génomes des virus et des plasmides rencontrés. (Wang et al., 2015) 

Cette phase commence par : La reconnaissance de l'ADN invasif par le complexe [Cas1 - 

Cas2] (fig.10). Elle est suivie par le clivage de la séquence proto-espaceur (30 à 40 paires de 

base selon le système CRISPR-Cas). Le complexe [Cas1 - Cas2] catalyse cette réaction via un 

mécanisme d'intégration nucléophile directe, semblable à celui des intégrases et des enzymes 

transposases des rétrovirus. La séquence espaceur est intégrée entre la séquence de tête 

(leader sequence) et la première séquence répétée de la matrice CRISPR. L'intégration de la 

séquence espaceur est couplée à la duplication de la séquence répétée adjacente. L'activité 

endonucléase de Cas2 n'intervient pas dans l'acquisition : la fonction principale de l'enzyme 

Cas2 est de former un échafaudage non catalytique au sein du complexe [Cas1-Cas2].  

b) Phase de transcription - maturation : la matrice CRISPR (ensemble des séquences 

répétées - repeats - et des séquences espaceurs) est transcrite en un long transcrit primaire 

appelé pre-crRNA. Celui-ci est maturé en un ensemble de courts fragments d'ARN appelés 

crRNAs (CRISPR RNAs) : chacun d'entre eux contient une séquence unique complémentaire 

d'un fragment d'ADN invasif. (Wang et al., 2015) 

 c) Phase d'interférence : Les crRNAs sont utilisés comme ARN guide des protéines Cas 

pour cibler et hydrolyser l'ADN apparenté de virus ou de plasmides invasifs lors de nouvelles 

infections. (Wang et al., 2015)  
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        Figure 9 : Mécanisme et étapes du système CRISPR-Cas. (Hille et al., 2018) 

 

 

Figure 10 : Structure du complexe [Cas1 - Cas2] de Escherichia coli lié à une séquence 

d'ADN proto-espaceur constitué de 4 enzymes Cas1 et 2 enzymes Cas2. (Wang et al., 2015)               
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1.7. Mécanisme de réparation  

 Les cassures du double brin d’ADN produites par la Cas9 peuvent être réparées 

spontanément par jonction d’extrémités non-homologues (en anglais, non homologous end 

joining, NHEJ) ou en présence d’une séquence d’ADN donneur, par recombinaison 

homologue (en anglais, homology directed repair, HDR) (Fig.11). Cet ADN donneur doit 

contenir, de chaque côté de la coupure de l’ADN ciblé, des séquences homologues allant de 

50 à 2000 nucléotides. Entre ces deux séquences homologues, l’ADN donneur peut comporter 

une longue séquence de nucléotides à introduire dans le gène ciblé. Cette partie de l’ADN 

donneur permet ainsi d’induire une mutation d’un ou plusieurs nucléotides dans le gène qui a 

été ciblé, ou d’introduire des segments de gène qui en sont absents (Tremblay, 2015) 

 

Figure11 : Systéme de reparation chez les eucaryotes (non homologous end joining, NHEJ) 

et (homology directed repair, HDR) (Tremblay, 2015) 
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1.8. Edition des gènes  

En raison de sa simplicité et des possibilités d'adaptation, la technique CRISPR est 

rapidement devenue la plus populaire pour l'ingénierie des génomes. Elle nécessite un ARN 

spécifique pour recruter et diriger l'activité nucléase de Cas9 vers la séquence d'ADN cible du 

gène d'intérêt pour induire des cassures double brin dans l’ADN. Cela permet de modifier 

spécifiquement le gène ciblé dans des cellules de plantes, d’animaux et d’humains. Des 

variantes de la technique permettent également de réduire ou d’augmenter l’expression d’un 

gène choisi. Cette technologie peut donc être utilisée non seulement pour permettre de 

comprendre le rôle d’un gène, mais aussi de développer des thérapies pour des maladies 

héréditaires et acquises. Cet ARN guide est : -Soit constitué du tracrRNA plus un crRNA, 

tous les deux synthétisés chimiquement. -Soit un ARN guide unique (single guide RNA- 

sgRNA) qui correspond au tracrRNA et au crRNA en une seule construction (Croteau Félix , 

Geneviéve . Rousseau, 2018) 

1.9. Conception de l’ARN guide  

 Une séquence d'ADN génomique de 20 nucléotides est choisie dans le gène que l'on souhaite 

cibler. Par exemple, pour l'extinction d'un gène, on choisit une séquence cible située 

entièrement dans un exon constitutif du gène codant. Cette séquence cible doit se situer 

immédiatement avant le motif PAM (NGG) (fig.12) : la séquence cible peut donc être choisie 

sur l'un ou l'autre des 2 brins d'ADN à condition qu'elle soit suivie du motif PAM. (Kim and 

Kim, 2014) 

 

Figure12 : Représentation schématique des nucléases guidées par l'ARNg (Kim and Kim, 

2014) 
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1.10. Types de cas9  

La cas9 sauvage a été modifié en conséquence, de sorte que jusqu'à présent nous avons trois 

types de cas9 basés sur sa fonction. (Sander and Joung, 2014)  

1) La cas 9 sauvage : induire des ruptures double brins, utilisé pour le knockout.  

2) Dead cas9 (dcas9) : pas de coupure, utilisé pour le knock-down (répression) et le knock-in 

(activation), basé sur l'utilisation de plasmide pour cibler deux domaines (KRAB : domaines 

de répression transcriptionnelle et VP64 : domaine activateur de transcription) 

3) Nickase : elle induit des cassures à un seul brin. (Modifier la fonction d’un gène) 

 

1.11. Limitations du CRISPR-cas9 

 Il est difficile de délivrer le matériel CRISPR / Cas aux cellules matures en grand nombre, ce 

qui reste un problème pour de nombreuses applications cliniques. Les vecteurs viraux sont la 

méthode d'administration la plus courante, et n'est pas 100% efficace, donc même les cellules 

qui absorbent CRISPR / Cas peuvent ne pas avoir d'activité d'édition du génome. Il n'est pas 

précis à 100%, et les modifications «hors cible» off-targets, bien que rares, peuvent avoir de 

graves conséquences, en particulier dans les applications cliniques. (Tremblay, 2015) 

 

1.12. Avenir de CRISPR  

 Les applications futures de la technologie CRISPR sont essentiellement aussi infinies que les 

formes de vie elles-mêmes. Alors que les initiatives actuelles sont principalement axées sur la 

thérapeutique ou la technologie alimentaire, il existe également des applications moins 

importantes mais très réelles du système CRISPR-Cas9. (Donohoue, Barrangou and May, 

2018) 

 

1.13. Applications de la technologie CRISPR  

 Les industries touchées par CRISPR comprennent la médecine, l'alimentation, l'agriculture et 

l'espace biotechnologique industriel. Parce que le système d'édition de gènes CRISPR-Cas9 

est si facile à fabriquer et à utiliser, les chercheurs de diverses disciplines scientifiques 
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peuvent y accéder pour modifier génétiquement l'organisme de leur choix. Produits 

pharmaceutiques et biotechnologie: L'avenir de la médecine sera écrit avec CRISPR; en 

permettant une identification précise et rapide des cibles génétiques potentielles pour des tests 

précliniques efficaces. Parce qu'il peut être utilisé pour «éliminer» différents gènes, CRISPR 

offre aux chercheurs un moyen plus rapide et plus abordable d'étudier des centaines de 

milliers de gènes pour voir lesquels sont affectés par une maladie particulière. Alimentation et 

agriculture: "Si vous avez mangé du yaourt ou du fromage, il est probable que vous ayez 

mangé des cellules CRISPR." - Rodolphe Barrangou, ancien scientifique de Danisco et 

rédacteur en chef du CRISPR Journal. L'édition de gènes peut rendre l'agriculture plus 

efficace. Il peut réduire les pénuries alimentaires mondiales pour les cultures de base comme 

les pommes de terre et les tomates. Et il peut créer des cultures résilientes, imperméables aux 

sécheresses et autres impacts environnementaux. Biotechnologie industrielle: En réorganisant 

les microbes à l'aide de CRISPR, les chercheurs peuvent créer de nouveaux matériaux. En 

altérant les microbes pour accroître la diversité, créer de nouveaux matériaux biosourcés et 

fabriquer des biocarburants plus efficaces. Des produits chimiques actifs dans les parfums à 

ceux impliqués dans le nettoyage industriel, CRISPR pourrait avoir un grand impact ici en 

créant de nouveaux matériaux biologiques plus efficaces. (Donohoue, Barrangou and May, 

2018) 

 

2. Drépanocytose 

 

2.1. Définition de la maladie  

 

 La drépanocytose (SCD) (fig.13), une des maladies génétiques les plus courantes, est 

causée par des mutations du gène HBB codant la sous-unité bêta de l'hémoglobine. Après la 

naissance, les tétramères d'hémoglobine (fig.14) contiennent deux sous-unités alpha et deux 

bêta globines codées par le gène HBB qui débute son expression chez le nouveau-né. Avant 

cela, la bêta globine codée par l'un des deux gènes HBG qui sont exprimées au stade fœtal et 

normalement réduites jusqu'à l'inactivité après la naissance. Alors qu'une mutation ponctuelle 

dans le codon 6 (GAG> GTG), entraînant la substitution de l'acide glutamique à l'acide aminé 

valine) dans le gène HBB crée un trait SCD (Cai et al., 2018). 
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        2.2. Epidémiologie  

 

La prévalence du trait en Europe est estimée à environ 1/150 : en Afrique centrale et de l'ouest 

(15-25%), dans les DOM d'Amérique (10-12%) et certaines regions méditerranéennes (1-

15%), une forte prévalence est observée dans les zones étant ou ayant été impaludées, cette 

anomalie offrant une protection contre le neuro-paludisme.(Santin, 2013) 

       

           

 

Figure13 : Circulation des globules rouges HBA normaux et HBS anormaux dans les 

vaisseaux sanguins. (Itim et noui, 2017) 
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                  Figure14: Structure tridimensionnelle de la molécule d’hémoglobine adult 

(Itim et noui, 2017) 

 

 

 

 2.3. Description du gène  

 (Le gène (HBB) sous-unité bêta de l'hémoglobine) se trouve au niveau du chromosome 11, 

(11p15.4) (fig.15), il contient 3 exons et est régulé par un promoteur 5 'adjacent, qui contient 

des boîtes   TATA, CAAT et CACCC dupliquées, et un élément régulateur en amont connu 

sous le nom de région de contrôle du locus (LCR). HBB est contenu dans le cluster de gènes 

HBB, qui comprend également les gènes codant pour la chaîne delta-globine, les chaînes 

gamma A et G, et HBBP1 (un pseudo-gène HBB) et epsilon. (Wong, 2006) 
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Figure15 : Structure du chromosome 11 et la localisation du géne HBB (11p15.4) (Itim et 

noui, 2017) 

 

2.4. Protéine béta-globine  

 Le gène HBB fournit des instructions pour fabriquer une protéine appelée bêta-globine. La 

bêta-globine est un composant (sous-unité) d'une protéine plus grande appelée hémoglobine 

(fig.14), qui est située à l'intérieur des globules rouges. Chez l'adulte, l'hémoglobine se 

compose normalement de quatre sous-unités protéiques: deux sous-unités de bêta-globine et 

deux sous-unités d'une autre protéine appelée alpha-globine, qui est produite à partir d'un 

autre gène appelé HBA. Chacune de ces sous-unités protéiques est attachée (liée) à une 

molécule contenant du fer appelée hème; chaque hème contient une molécule de fer en son 

centre qui peut se lier à une molécule d'oxygène. L'hémoglobine dans les globules rouges se 

lie aux molécules d'oxygène dans les poumons. Ces cellules voyagent ensuite dans la 

circulation sanguine et fournissent de l'oxygène aux tissus dans tout le corps (Wong, 2006) 
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2.5. Mutations spécifiques de la drépanocytose 

 

La drépanocytose (Hb S/S) causée par la variante homozygote du gène HBB est la cause 

la plus courante de cette maladie. Elle est caractérisé par la présence de deux allèles 

d'hémoglobine S (HbS; p.Glu6Val dans HBB) conduisant la substitution de l'acide aminé 

d'acide glutamique en valine (fig.16) et (fig.17). Cette substitution entraîne la formation de 

polymères moléculaires insolubles qui s'agrègent aux globules rouges les déformant (figure 

18), les rendant cassants et augmentant l'adhérence à l'endothélium. Cela peut entraîner une 

occlusion veineuse, une diminution de la perfusion tissulaire et une ischémie; qui contribuent 

à un dysfonctionnement multi-organique L'hémoglobine polymérisée est également nocive 

pour la membrane des globules rouges, entraînant une déshydratation cellulaire, des 

dommages oxydatifs et une adhérence accrue aux cellules endothéliales. Les autres facteurs 

contribuant à la physiopathologie de la drépanocytose comprennent: la leucocytose 

(entraînant une production accrue de cytokines nuisibles et une altération du flux sanguin), 

des anomalies de la coagulation et une régulation vasculaire anormale. Le résultat net de ces 

anomalies est un raccourcissement de la durée de vie des globules rouges ou une hémolyse et 

une occlusion vasculaire intermittente et un état d'inflammation chronique. La gravité des 

manifestations de la maladie varie, même chez les individus présentant les mêmes variantes 

pathogènes de l'HBB. (Wong, 2006) 

                                   

                 

           Figure 16 : Drépanocytose au niveau du génotype (Itim et noui, 2017) 
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               Figure 17 : Drépanocytose au phénotype moléculaire (Itim et noui, 2017) 

            

                                 

Figure 18 : Schéma physiopathologique de la drépanocytose (Itim et noui,2017) 

 

On explique la polymérisation de la désoxyhémoglobine S par le fait que la valine n°6 est un 

résidu hydrophobe qui remplace un acide aminé hydrophile, l'acide glutamique. Les globines 

étant entourées par un film d'eau, la présence d'un site hydrophobe crée un point de "collage" 

entre 2 molécules d'hémoglobines voisines. Celui-ci s'établit entre la leucine 88 et la 

phénylalanine 85 d'une chaîne alpha d'une molécule d'hémoglobine et la valine 6 de la chaîne 

b de l'hémoglobine voisine, d'où création d'une structure cristalline en fibres. (Bender, 2020) 
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Gamètes 

mâle  

Gamètes 

mâle  

2.6. Mode de transmission 

 

La drépanocytose (SCD) est héritée de manière autosomique récessive. (Wong, 2006) 

 

2.6.1. Echiquiers de Punnett (tableaux de croisement) 

 

Tableau II: Le cas de deux parents hétérozygotes (AS)  

                                                  A : Allele sain, S : Allele muté                                

- 25 % des enfants seront homozygotes malades (SS)  

- 50 % des enfants seront hétérozygotes porteurs (AS)  

- 25 % des enfants seront normaux (AA) 

 

Tableau III : Le cas d’un parent hétérozygote (AS) et l’autre parent normal (AA) 

-50 % des enfants seront porteurs hétérozygotes (AS) 

 -50 % des enfants seront normaux (AA) 

 A S 

A (AA) 

[A] 

(AS) 

[A] 

S (AS) 

[A] 

(SS) 

          [S] 

                 A A 

A (AA) 

[A] 

(AA) 

[A] 

S (AS) 

[A] 

(AS) 

[A] 

Gamètes ♀ ♂ 

♂ Gamètes ♀ 
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Gamètes 

mâle  

Gamètes 

mâle  

 

Tableau IV: Le cas d’un parent homozygote malade (SS) et l’autre parent est normal (AA) 

 A A 

S (AS) 

[A] 

(AS) 

[A] 

S (AS) 

[A] 

(AS) 

[A] 

                                                A : Allele sain, S : Allele muté      

-100 % des enfants seront hétérozygotes porteurs (AS) 

 

 

Tableau V: Le cas d’un parent homozygote (SS) et l’autre parent est hétérozygote (AS) 

 

 A S 

S (AS) 

[A] 

(SS) 

[S] 

S (AS) 

[A] 

(SS) 

[S] 

                                                

                                                A : Allele sain, S : Allele muté      

-50 % des enfants seront homozygotes  malades (SS)  

-50 % des enfants seront hétérozygotes porteurs (AS) 

 

 

 

 

   Gamètes ♀  ♂ 

Gamètes ♀ ♂ 
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Gamètes 

mâle  

 

Tableau VI : Dans le cas de deux parents homozygotes malades (SS): 

 

 S S 

S (SS) 

[S] 

(SS) 

[S] 

S (SS) 

[S] 

(SS) 

[S] 

 

                                        A : Allele sain, S : Allele muté   

-100 % des enfants seront homozygotes malades (SS) 

 

 

Gamètes ♀ ♂ 
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  Notre étude est une étude in silico réalisé pendant la période du COVID 19 sur une période 

de cinq (5) mois allant du mois d’Avril 2020 au mois d’Aout 2020. 

Notre principal objectif est une modélisation in silico par les outils d’analyses 

bioinformatique de la technologie de CRISPR des séquences modifiées d’un gène responsable 

d’une maladie génétique. 

Initialement la thématique que nous avions proposée était « l’étude in silico par technologie 

CRISPR-cas9 du gène TP53 provoquant l'hépatoblastome ».  

Cependant, nous n’avons pas trouvé un modèle de technologie CRISPR du gène TP53 

responsable de l'hépatoblastome qui répond à notre méthodologie in silico. Pour cela, notre 

travail a été réorienté vers le gène HBB responsable de la drépanocytose et dont la thématique 

s’intitule « Modélisation in silico de l’implication du gène HBS dans la drépanocytose avec 

CRISPR-cas9 » 

  

1. Matériel 

1.1.  Matériel biologique 

 

Les échantillons biologiques de notre travail sont des séquences d’ADN et d’ARNm du 

gène HBB ayant le polymorphisme « rs 334 ». Les caractéristiques des données sont 

représentées par le tableau ci-après : 

 

Tableau VII : Séquences et l’exon à étudier : 

Séquence Position 

Numéro 

d’accession 

NCBI 

Variant SNP 

Gène HBB 5225303 -5227 232 NC_000011.10   

ARNmHBB 5 225464 -5 227071 NM_000518.5  
 

Exon 1 1..142 NM_000518.5 c.20A>T (p.Glu6Val) rs334 
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1.2.  Matériel non biologique 

Notre étude a nécessité l’utilisation du matériel informatique (ordinateur portable) et 

d’une connexion internet à haut débit. 

 

Afin de réaliser notre étude in silico et répondre à notre problématique, nous avons 

utilisés des outils bio-informatiques pour le traitement de nos échantillons moléculaires et qui 

sont des bases de données à accès libre (Open Source) nécessitant des interfaces web, des 

logiciels, des softwares et des algorithmes. Ces outils sont résumés dans le tableau ? ci après. 

TableauVIII : outils bioinformatiques utilisés 

Bases de 

données 

But 

d’utilisation 

url 

     NCBI Recherche de 

séquences et études 

cliniques  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

              ORF Finder 

 

Analyse, 

reconnaissance du 

cadre de lecture 

https://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html 

Swiss model Analyse, modélisation 

tridimensionnel des 

protéines 

https://swissmodel.expasy.org/ 

BLAST (Basic Local 

Alignement Search 

Tool) 

pour l’alignement des 

séquences. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

Benchling Pour faire la 

conception des 

composants du 

CRISPR-Cas9 

https://www.benchling.com/crispr/ 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html
https://swissmodel.expasy.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.benchling.com/crispr/


Chapitre 2                                                     Matériels et méthodes 

 

 

 

29 

 

2. Méthode 

Le protocole de notre étude est schématisé par l’organigramme par la (fig.19) ci-dessous. 

 

 

Figure 19: Modélisation in silico de l’implication du gène HBS dans la drépanocytose avec 

CRISPR-cas9. 
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2.1. Obtention des données moléculaires  

2.1.1 .Base de données NCBI 

Principe 

Base de données du National Center for Biotechnology Information 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) est une division du National Institutes of Health (NIH, 

institutions nationales pour la recherche médicale et biomédicale des États-Unis). NCBI Gene 

intègre des informations diverses sur les gènes d’un grand nombre d’espèces. Cette dernière 

conduit des recherches dans la biologie informatique, développe des logiciels pour analyser 

des données de génome et fournir des informations biomédicales 

 

Protocol d’analyse 

-La première étape consiste à interroger la base de données NCBI et écrire notre 

requête dans l’onglet recherche du moteur de recherche NCBI pour récupérer et 

télécharger la séquence de gène HBB et la séquence de l’exon n°1 

-La deuxième étape consiste à aller vers le lien nucléotide puis insérer le numéro 

d’accession. 

-Puis nous activons la recherche de la requête  

La figure ci-dessous (fig.20) illustre notre analyse. 

-Une fois que la recherche de la séquence est lancée sur la plate-forme NCBI, après avoir 

cliqué sur send to; un tableau concernant la requête demandée est affichée sur la page de 

navigation, d’où on a la possibilité de télécharger les séquences sous format FASTA. (fig.21) 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Génome/fr-fr/
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             Figure20 : Utilisation de genebank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 

 

                               Figure21 : Tableau de bord de la requête sur NCBI 

                                                             (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000518.5). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000518.5
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2.2. Alignement par Blast  

Principe 

Le Blaste est utilisé pour l’alignement entre les différentes séquences. Nous avons 

utilisé pour notre étude le BLASTn et le BLASTp. 

Protocol d’analyse  

-Nous choisissons le type de blast selon le besoin. 

-Nous choisissons le numéro d’accession ou bien la séquence sous formeFASTA. 

-Nous choisissons la base de comparaison. 

-Nous lançons l’algorithme d’alignement. (Figure22) 

  

           Figure22 : Utilisation du blast sur NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI

NK_LOC=blasthome). 

 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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2.3. ORF Finder 

Principe 

Algorithme utilisé pour avoir les cadres de lectures ‘Open Frame Read’ de notre 

séquence. 

Protocol d’analyse  

On passe sur la page d’accueil d’ORF Finder 

1-nous insérons la séquence. 

2-Les ORFs peuvent commencer avec tous les codons. 

3-nous cherchons  les ORFs dans les cadre de lecture 1,2 et 3 du sensdirect/indirect. 

4-ne renvoie que des ORF d'au moins 60 codons de long. 

5-nous utilisons le code génétique standard. 

6-nous lançon la recherche. 

 

                                         Figure23 : Utilisation d’orf finder 
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2.4. SWISS-MODEL  

Principe 

C’est une base de données qui donne des  informations concernant notre requête 

(Structure 3D, séquence protéique, alignement multiple…etc)  

Protocol d’analyse  

On passe sur la page d’accueil de swiss-prot pour commencer la modélisation. 

(fig.24) 

-On insère la séquence protéique ou bien le numéro d’accession. 

-Ensuite on lance la recherche du modèle. 

 

     Figure24 : Utilisation de SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/interactive) 

 

 

 

 

 

 

 

https://swissmodel.expasy.org/interactive
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2.5. Benchling  

Principe 

C’est une plateforme informatique qui propose des services et outils bioinformatique 

qui servent à faire un design (conception) ‘des ARN guides à partir du gène étudié, aussi à 

construire le plasmide, les primers (les amorces) et le design de la séquence servant comme 

matrice pour la réparation homologue. 

Protocol d’analyse  

-Tout d’abord il faudra créer votre nouveau projet et le nommer. (Figure 25) (figure26) 

 

 

                             Figure25: Création de projet (https://www.benchling.com/crispr/) 

                                      

https://www.benchling.com/crispr/
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Figure26: Introduire  les coordonnées personnelles (https://www.benchling.com/crispr/) 

 

-Apres avoir introduit vos coordonnées cliquer sur ‘create project’. 

1-ensuite il faut importer la séquence intérêt de la banque de donné. 

2-mettre l’identifiant de la séquence d’intérêt (HBS) 

3- clique sur importer (import) 

 

https://www.benchling.com/crispr/
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1. Résultats 

1.1. Résultat de genbank  

 Les résultats obtenus sous forme FASTA débutent par une ligne commençant par : le signe «  

» il est recommandé que toutes les lignes de texte soient plus courtes que 80 caractères, 

l’identifiant du gène, quelquescommentaires. Puis sur la deuxième ligne début la chaîne de 

séquence 

La (fig.27) ci-après illustre la description de la séquence ARNm du gène HBB répertorié dans 

NCBI. 

 

 

Figure27 : Séquence d’ARNm du gène HBB sous format FASTA 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000518.5) 

Cette figure nous donne la description de la séquence ARNm du gène HBB répertorié dans 

NCBI. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000518.5
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1.2. Résultats de Blast n : Après avoir fait le blast nous obtiendrons une liste de 

prédiction des variants par score. Parmi ces séquence là nous en choisirons celle qui possède 

la mutation d’intérêt (GAG en GTG) 

 

                         Figure28 : Affichage de la liste de tout les variants du gène HBB. 

 

                Figure29 : Alignement de la séquence saine et la séquence muté  
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après avoir choisit la séquence de l’échantillon malade nous apercevrons une homologie de 

99%  entre HBB et HBS sachant que la différence responsable de la maladie se manifeste au 

niveau du codon numéro 6.  

 

1.3. Résultat d’orf finder  

 Présence du codon GAG dans la séquence nucléotidique qui se traduit en acide glutamique 

(E) au niveau de la séquence protéique. (fig.30) 

 

                        Figure30 : Traduction de la séquence HBB sans le variant 
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Cette figure montre bien le variant responsable de la drépanocytose au niveau du codon 6 : 

(c.20A>T (p.Glu6Val) 

 

                            Figure31 : Traduction de la séquence mutée 

La substitution du  nucléotide A en T du codon 6 dans l’exon 1, est traduite par une 

substitution de l’acide aminé acide glutamique par l’acide aminé valine dans la séquence 

protéique. 
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1.4. Résultat de SWISS-PROT 

 

   Figure32 : modélisation moléculaire représentant l'homologie de structure protéique entre 

la protéine normale HBB et la protéine mutée HBS 

 

Pour la modélisation par l’outil SWISS PROT nous avons utilisé l’ARNm du gène HBB. 

Cette modélisation a générée l’identifiant : P68871. (Fig.32) ci-après montre la représentation 

topographique des différents isoformes du gèneHBB. Nous pouvons voir ainsi, les 

caractéristiques de la séquence du gène HBB et les différents motifs de la molécule qui sont 

mis en évidence par un code couleur qui permet de distinguer chaque domaine et de comparer 

son absence/présence au niveau des autres protéines. 
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1.4.1. Séquence protéique du gène HBB  

 

                              Figure33 : Séquence protéique du gène HBB 

 

1.4.2. Structure tridimensionnelle de la protéine HBB 

 

             Figure34 : Structure 3D de la proteine du géne HBB 
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1.4.3. Structure tridimensionnelle de l’hémoglobine   

             

                    

                                 Figure35 : Structure 3D de l’hémoglobine 

 

 La couleur bleu représente la proteine du géne HBB dans la structure 3D de l’hémoglobine 

(fig35). 

Pour savoir la position d’un n’importe quel acide amine sur la structure Tridimensionnel 

(Fig33) on clique sur l’acide aminé, il va apparaitre sur la structure.  
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1.4.4. Alignement de la séquence protéique (HBB) le variant (HBS) 

 

 

 

Figure36 : Alignement de la séquence protéique du gène HBB et HBS 

 

L’alignement a détecté le changement de l’acide aminé E (acide glutamique) en V (Valine) ce 

qui confirme que la mutation A en T est effectivement responsable de la maladie (SCD) 

nous apercevons aussi qu’il y’a une homologie entre la séquence HBA de l’échantillon 

malade ce qui affirme que le gène HBA n’est pas responsable de la maladie.   
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Juste après avoir visualisé les structures protéiques en 3D, nous allons passer à plus 

d'informations dans la même plate-forme mais avec un autre outil : Swiss-prot 

 

             Figure37 : Informations supplémentaires du variant (HBS)= E7V=E6V                                       

 

 Le variant E6V se situe à la position 7 (plus le codon d’initiation) acide glutamique en 

valine qui conduit a une maladie qui s’appele la drépanocytose qui est caractérisé par une 

structure anormale des globules rouge (la forme faucille). 

La forme hétérozygote de ce variant confère une résistance contre la malaria. 
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1.5. Résultats de STRING  

 La dernière étape consiste à présenter une vue générale des différentes  interactions de la 

protéine HBB grâce a STRING sur la même interface (expasy). 

 

 

 

  

 

Figure38 : Intéraction du géne HBB avec d’autres génes 

 

 

On peut visualiser les différentes Interactions gène-gènes ou bien protéines-protéines, chaque 

couleur représente un composant et/ou une interaction spécifique 
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-Il est possible aussi d’acquérir une prédiction du rôle de ces interactions 

 

Figure39 : Prédiction du rôle des interactions de la protéine HBB 

 

HBB est primordial pour le transport d'oxygène des poumons jusqu'aux tissus périphériques, 

sur la figure est représenté les prédictions des fonctions du reste de la famille des sous unités 

d'hémoglobine 
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1.6. Résultats de Benchling 

 

1.6.1. Design des ARN guides  

 Apres avoir eu la séquence il faut commencer le design des ARN guides, (DESIGN 

AND ANALYZE GUIDES), les deux ARN guide qu'on va construire doivent être 

complémentaires à la la région d'intérêt, L'outil du design va nous prédire tout les guides 

possible de la séquence HBS de taille 543pb (qui cause la drépanocytose). 

 

Tableau IX : les résultats du design des ARN guides.  

 

                       Résultat de du design des ARN guides             titre 

 

 

 

Sélection du design 

de l’ARNg. 

(DESIGN AND 

ANALYZE 

GUIDES) 
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Insertion des 

coordonnes du design 

des guides 

 

 

 

Ciblage de la 

séquence intérêt et 

création des guides 
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Affichage de la liste 

des ARNg potentiels 

 

 

 

 

 

Choix des deux 

ARNg 

 

 

 

Les ARN guides sont essentiels car leurs rôles est d'orienter la Cas9 pour cibler la 

séquence d'intérêt dans le génome, sans eux il sera impossible de la trouver, ils doivent êtres 
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complémentaires et sont choisis selon un nombre maximal de off targets et on targets, pour 

que l'enzyme coupe exactement là où nous voulons, et pour que la Cas9 ne fasse pas de faute 

qui peuvent engendrer des défauts de cadre de lecture. Nous avons choisis deux régions des 

guides proches et qui englobe notre mutation. Sans oublier la séquence PAM qui est capital 

pour la reconnaissance du début de notre région d'intérêt, nous avons choisis NGG car elle 

propose une reconnaissance optimale avec la Cas9 

1.6.2. Conception du plasmide  

Après avoir sauvegardé on clique sur Assemble. 

-ici nous choisirons d’importer un plasmide, le px330 qui est le plus travaillé chez les 

mammifères. 

Le px330 : pX330 Plasmide de laboratoire de Zhang pour exprimer un ARN guide 

chimérique (ARNg) avec Cas9, pour les codons humains. Aussi connu sous le nom de pX330-

U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9. 

 

Tableau X : résultat du design du plasmide. 

Résultat Titre 

 

 

 

Initiation de 

l’assemblage des 

guides 
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Choix du 

plasmide et les 

régions d’insert 

et de terminaison 

 

 

 

 

Visualisation 

circulaire du 

plasmide et ces 

composants 

 

 

Le plasmide comporte tout nos composants essentiels: 2 enzymes Cas9, 2 ARN guides, 

et différents enzymes importantes à l'édition du génome, donc sa conception doit y être, parce 

qu’il est essentiel pour la transfection, bien entendu après avoir sauvegardé notre plasmide, 

nous pourrons ensuite le commander dans un kit complet des laboratoires spécialisés (zhang 

lab). 
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1.6.3. Conception des primers (les amorces) 

 Après la conception des plasmides nous passerons à la conception des primers (les amorces). 

Une fois le plasmide acquis il doit être amplifié pour un maximum de rendement, et 

obtenir les résultats souhaités, cela grâce aux amorces, qui permettent le clonage des 

plasmides à partir d'un seul, les primers aussi font partie du kit commandé. 

 

Tableau XI : design des primers (sens et anti sens) 

 

Résultat titre 

 

 

 

 

 

 

Conception pour la création du 

brin sens (forward) et le brin 

anti sens (reverse). 
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Représentation du primer 

(amorce) du brin sens 

 

 

 

 

 

Représentation du primer 

(amorce) du brin anti-sens. 
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Représentation sur le schéma 

des 2 primers (amorces). 

 

Comme il a été décrit précédemment le rôle des amorces (sens et anti sens) est 

d'amplifier les plasmides pour plus de rendement, donc leur conception est primordiale pour 

l'expérimentation, Tout d'abord nous allons rajouter à l’extrémité 3' (AAAC) pour diminuer 

l’activité hors cible, puis à l’extrémité 5' aussi ajouterons (CACC) pour le clonage, cela 

améliore la transcription mèdiée par le promoteur U6 

(https://benchling.com/protocols/5DmqRd/crispr-mediated-gene-disruption-in-

ch12f3-2-cells/sbs) 

Tableau XII : les sequence des 2 amorces 

Ce tableau montre les séquences des amorces des deux brins : 

Les amorces La séquence 

Brin sens 5’CACCGACTCCTGTGGAGAAGTCTGCCGTTAC’3 

Brin anti-sens 5’CAAAGTAACGGCAGACTTCTCCACAGGAGTCAGGT’3 

   

https://benchling.com/protocols/5DmqRd/crispr-mediated-gene-disruption-in-ch12f3-2-cells/sbs
https://benchling.com/protocols/5DmqRd/crispr-mediated-gene-disruption-in-ch12f3-2-cells/sbs
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 1.6.4. Design de l’ADN recombinant  

Vers la fin la séquence coupée par la Cas9 possédant le codon muté (GTG) doit être 

remplacé par un recombinant homologue possédant le codon sain (GAG), pour cela benchling 

offre un outil de conception de ce dernier, grâce à la barre à droite nous choisissons le design 

des homologues recombinants. (DESIGN HR TEMPLATE) (SSODN=single-stranded donor 

oligonucleotides) 

 

Tableau XIII: design de l’ADN recombinant 

Résultat titre 

 

 

 

 

 

sélection de la 

création des 

recombinants 

homologues 
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sélection du 

codon muté 

 

 

 

 

 

délétion du 

codon muté 

(GTG) 



Chapitre 3                                                           Résultats et discussion 

 

 

 

 

59 

 

 

 

 

 

 

insertion du 

codon corrigé 

(GAG) 

 

 

 

 

 

sauvegarde de 

la substitution 

pour le design 
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insertion des 

deux régions 

flanquant 

 

 

 

 

 

obtention de la 

séquence HR 
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Une fois que le CRISPR a réalisé les deux coupures double brins, la séquence sélectionné 

possédant le codon muté GTG, sera remplacé, et donc une séquence homologue possédant le 

codon GAG sain, sera inséré dans la même région, et cela grâce aux (recombinant 

homologue) (HR template), qui est une séquence de 200pb, constitué d'une séquence saine, et 

de deux séquences flanquant complémentaires à ce qui est en amont et en aval de la séquence 

excisé, pour l'insertion exacte des recombinants. 

 

Remarque : Après avoir fini et sauvegardé les conceptions sur benchling, il sera possible 

d'exporter le protocol, grâce à un e-mail envoyé de l'équipe benchling. Ces coordonnés seront 

nécessaire pour faire la commande du kit complet des composants nécessaires de l'édition 

génétique par CRISPR Cas9, pour la suite de l'expérimentation in-vitro, un des laboratoires 

les plus renommés faisant ces commandes est Zhang lab. 
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2. Discussion  

 

Les cellules souches pluripotentes induites par l'homme (iPSC) et l'édition du génome 

fournissent un moyen précis de générer des cellules à correction génétique pour la 

modélisation des maladies et les thérapies cellulaires. Les iPSC humains générés par des 

patients atteints de drépanocytose (SCD) ont une mutation ponctuelle homozygote dans le 

gène HBB codant pour les protéines β-globines adultes et sont utilisés comme système 

modèle pour améliorer les stratégies de thérapie génique humaine. Le system CRISPR / Cas9 

est beaucoup plus efficace pour stimuler le ciblage génique du locus HBB endogène près de la 

mutation ponctuelle SCD dans les iPSC humains que les nucléases à doigt de zinc et les 

TALEN. En utilisant un ARN guide spécifique et Cas9, nous avons facilement corrigé un 

allèle du gène SCD HBB dans les iPSC humains par recombinaison homologue avec une 

matrice d'ADN donneur contenant l'ADN HBB de type sauvage et une cassette de sélection 

qui a ensuite été retirée pour éviter une éventuelle interférence de HBB.(Huang et al., 2014) 

Dans notre étude grâce aux outils bioinformatique, nous avons pu réaliser une 

conception complète de tout les composants nécessaire pour débuter la manipulation 

expérimentale, bien entendu nous avons été limité par les conditions de l'expérimentation 

pratiquement inexistantes; ce qui nous a obligé de faire un travail purement in-silico. En 

revanche les résultats obtenus ont été conformes à nos attentes et cela grâce à la présence des 

séquences PAM sur deux régions en amont et en avale de notre mutation au niveau de l’exon 

1 du gène, ce qui nous permettra de faire deux coupure double brins et éventuellement couper 

un morceau du gène et le remplacer par un oligonucléotide identique possédant une Adénine 

au niveau du sixième codon au lieu d’une thymine et donc réparer la mutation du gène HbS 

pour qu'il devient HBB. 

 1. Un groupe de chercheurs avaient réussi a traiter la drépanocytose, D'après eux :  

1.1." Les cellules SCD HEL ont été conçues pour convertir l'HBS / HBS en HBB / 

HBS, ce qui correspond à la conversion de SCD en génotype SCT. Les études de validation 

mentionnées ont démontré la reproductibilité, l'efficacité et la faisabilité de cette approche 

CRISPR / Cas9 pour les études cliniques" (Wen et al., 2017) 
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- Ce qui concorde avec notre vision sur l'expérience Il est effectivement possible de faire 

l'édition génétique par CRISPR / Cas9 sur le gène HBS pour le convertir en gène sain HBB.  

1.2." bien que les deux sites de mutation soient distants de plus de 10 nucléotides. Ces 

résultats indiquent qu'il est possible d'éditer simultanément deux sites cibles séparés dans le 

même gène par l'approche CRISPR / Cas9. L'édition simultanée du génome de deux sites 

cibles peut être utile pour traiter des maladies portant deux ou plusieurs sites de mutation 

ponctuelle proches l'un de l'autre" (Wen et al., 2017) 

-cela confirme notre approche d'utiliser deux ARN guides produisant deux coupures double 

brins.  

1.3." l'individu avec SCT peut avoir des phénomènes pathologiques dans des 

circonstances extrêmes. Ainsi, la correction des HSPC des patients SCD du génotype Hbs / 

HbS au génotype HBB / HBB est toujours préférée dans la future étude " (Wen et al., 2017) 

- Coïncidant avec notre but de la recherche ; ceci prouve qu'il est idéal d'éditer les deux 

mutations homozygotes et non pas un seul allèle pour la guérison totale des patients.  

  

2. d’après Christopher Vakulskas et son équipe qui ont voulue traiter la drépanocytose ; mais 

en ayant le minimum de régions hors cible : 

"Ils ont conçu un écran bactérien non biaisé, et l’ont utilisé pour isoler une Cas9 de haute 

fidélité qui dépasse la spécificité de ciblage et correspond à l’efficacité d'édition cible de Cas9 

de type sauvage." (Vakulskas, 2020) 

   -Ce groupe à développé une nouvelle technique qui nécessite plus d’essaies ; en mettant 

l'accent sur la Cas9 de Streptococcus pyogènes et Cas12a (Cpf1) de l'espèce 

Acidaminococcus pour la réduction des évènement hors cible du clivage, alors que nous 

avions choisis le type classique et plus fiable qui est la Cas9 sauvage (Wild cas9) (Vakulskas, 

2020) 
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CONCLUSION 

 

Le gène HBB est situé sur le bras court du chromosome 11, la mutation 6A>T (Glu6>Val) 

entraîne la drépanocytose, plusieurs outils et logiciels ont été utilisé pour étudier la maladie au 

niveau génétique et moléculaire (présentation en 3D des protéines issu des gènes mutés et 

sains, et leurs alignement pour cibler la position exacte du polymorphisme nucléotidique) 

pour bien sur traiter cette pathologie, c'est ici qu'un protocole de conception prédictif du 

CRISPR-Cas9 et de ces composants (conception de l'ARN guide, du plasmide, du primer et 

du recombinant homologue) a été mis en place comme première étape cruciale pour ensuite 

passer à l'expérimentation in vitro sans rencontrer des difficultés majeurs pendant la 

manipulation génétique. 

Après avoir construit tout les éléments essentiels in-silico, nous obtiendrons le kit complet des 

composants d’un des  laboratoires spécialisés en édition par CRISPR (Zhang lab est le plus 

renommé) pour débuter la thérapie génique d'un individu souffrant de drépanocytose, et 

confirmer que notre approche est fiable comme traitement. 

En perspectives il est intéressant de:  

-travailler concrètement avec des cellules de sujets atteints de drépanocytose.  

-cloner différents cellules souches de différentes régions pour connaître si cela a une influence 

sur les résultats.  

-obtenir plus d'échantillons malades pour savoir l'impact de la variabilité génétique des 

individus sur la recherche.  

-tester différents vecteurs et savoir si cela affecte l'édition. 

 -introduire des enzymes pour tenter de minimiser les régions hors cible. 

 -utiliser d'autres outils d'analyse et conception de CRISPR-Cas9, pour savoir si cela retentit 

sur les donnés
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