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1 Présentation générale

Dans le monde plus de 460 millions de personnes sont diabétiques. Le diabéte de type
2 (DT2) représente 90% des cas de diabétes et accroit le risque de décés. La création
de modéles animaux murins est nécessaire pour I'étude de ce DT2.

Cette activité expérimentale basée sur une électrophorése d’ADN présente un double
intérét, elle va permettre d’aborder a la fois les aspects génétiques du diabéte de type 2
et d’explorer les applications de I'édition génomique obtenue grace au systeme
CRISPR-Cas 9.

1.1 Leprincipe I’édition génomique et le systeme CRISPR-Cas 9

Pour la mise au point de la technique de biotechnologie CRISPR-Cas 9 Emmanuelle
Charpentier et Jennifer Doudna ont recu le prix Nobel de chimie en 2020.

Dans la situation développée pour cette activité, I'édition génomique a permis de créer
des modeéles animaux (souris, lapins, moutons etc.), en modifiant le patrimoine
génétique d’embryons, grace au systeme CRISPR-Cas9, avant de les transférer chez
des femelles. Auparavant ces opérations de mutations ciblées nécessitaient beaucoup
de temps et d’argent. Les chercheurs peuvent désormais générer rapidement des
modéles animaux variés et adaptés a I'étude du développement, de pathologies ou pour
des essais thérapeutiques.

idpsiipsy

1.2 Situation pédagogique

L’activité propose d’étudier des mutations associant diabéte et obésité précoce.
Plusieurs loci associés a I'obésité et au diabéte de type 2 ont été identifiés. Parmi eux
on trouve le gene LEP, codant la leptine et le géne LEPR, codant le récepteur de cette
hormone. Des mutations dans LEP ou LEPR entrainent une obésité précoce et une
hyperglycémie accompagnée d'une résistance a l'insuline chez la souris.et également
constatées chez I'humain. Des modéles murins porteurs de mutation LEP sont
spécifiquement développé en utilisant la technique de I'édition génomique CRISPR-
Cas9, ces animaux sont ensuite utilisés pour suivre in vivo les effets des traitements par
exemples.

Le systéeme CRISPR-Cas9 n’étant pas fiable & 100%, il est nécessaire déterminer leur
génotype par PCR et électrophoréese d’ADN pour confirmer que leur phénotype
résultent bien de la modification de leur génome par CRISPR-Cas9. C’est ce que
réaliseront les éléves.

- Dossier scientifique et pédagogique complet en annexe (p7)

1.3 Principedu TP

L’activité consiste a réaliser une électrophorése de fragments d’ADN préalablement
amplifiés par PCR. L’ADN amplifié provient de souris WT (« sauvage » WT pour Wild
Type) et d'autres individus modifiés par CRISPR-Cas9, minces ou obeses.

L'utilisation de CRISPR-Cas9 ciblant le géne LEP chez des embryons de souris donne
naissance a deux types de souris : des souris minces, équivalentes aux souris témoins
WT non modifiées et des souris obéses.

% Le principe de I’électrophorése d’ADN en gel

En milieu 1égérement basique, '’ADN se comporte comme une chaine polyanionique
(groupements phosphates ionisés). Placés dans un gel d’agarose et soumis a un champ
électrique, des fragments d’ADN de tailles différentes migrent plus ou moins rapidement
suivant leur masse moléculaire. La charge relative des fragments étant la méme, c’est
essentiellement I'effet de tamisage exercé par le gel qui influe sur la migration. La
vitesse de déplacement diminue donc avec la taille des fragments, celle-ci étant
exprimée en nombre de paires de bases (pb) ou en kb (1 kb = 1000 pb).
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2 Réactifs et matériels
2.1 Les solutions d’ADN

Les solutions ADN de ce kit, correspondent aux résultats (fictifs) de I'amplification par
PCR de I'ADN a tester. Les solutions d’ADN sont calibrées et ne nécessitent aucune
préparation.

Format 40 éléves (20 bindmes) :
20 tests complets soit 80 dépdts a analyser
1 test correspond a identifier le geéne LEP pour 4 souris, une souris témoins et 3 issues
de la technique d’édition du génome CRISPR-Cas9 :
- 1 dépdt souris WT (Témoin)
- 1 dépdt embryon souris test A
- 1 dépdt embryon souris test B
- 1 dépdt embryon souris test C

+ 10 dépbts Echelle de poids moléculaire (jusqu’a 10 gels)
1 dépbt échelle de poids moléculaire par gel électrophorése

Durée globale de la séance 30 & 40 minutes
Dont migration électrophorése : 20 minutes
2.2 Matériels et produits nécessaires

Composition du kit :

. Tube 1 souris WT 175 pL
. Tube 2 souris A 175 pL
o Tube 3 souris B 175 uL
. Tube 4 souris C 175 pL

O o Marqueur de taille 90 pL
Consommables nécessaires (non fournis)
Agarose
Tampon TAE

Colorant GelGreen

Réf. 107 646 : cette référence regroupe tous les consommables indispensables pour
réaliser 10 mini gels d’agarose pour systéme compact avec fluorescence
(Agarose 4 g/ TAE 10 x 200 mL / colorant GelGreen 30 pl)

Matériels complémentaires :
. Cuve a électrophorése ADN
. Micropipettes 2-20 ul

FRANCAIS 3
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3 Mode opératoire
3.1 Préparation des solutions

Préparation du tampon TAE 1X pour 1L :

Le volume de tampon nécessaire par cuve est
d’environ 150 mL (tampon migration).

Verser le contenu du flacon de tampon TAE 10X
(Tris Acétate EDTA) dans 900 ml d’eau distillée,
bien mélanger.

* En fonction du nombre de gel et du nombre de
systéme électrophorése utilisés au cours du TP, le  Dispositif électrophorése
volume de TAE 1 X a préparer doit étre adapte. Tout-en-un

Préparation et coulage d’un gel d'agarose a 2% :
Verser 15 mL de tampon TAE 1X dans un erlenmeyer de 50 mL.

Peser 0,30 g d'agarose de type Il dans une capsule et le verser en pluie fine dans
le tampon TAE.

Mettre lI'erlenmeyer contenant le TAE et I'agarose au micro-onde pendant 20 a 30
secondes — stopper a I'apparition de I'ébullition - (ou sur un agitateur magnétique
chauffant avec un turbulent jusqu'a dissolution compléte).

S'assurer que la solution est parfaitement translucide

Ajouter 2 ul de colorant GelGreen a laide de la micropipette, bien agiter
'erlenmeyer

Laisser I'erlenmeyer refroidir quelques instants sur la paillasse 2 & 3 min, puis
verser dans le moule équipé du peigne a petites dents.

Préparation de I'ADN

Les solutions sont directement prétes a I'emploi, il convient a I'enseignant de faire
des aliquots de chaque échantillon avant la séance.

Avant la séance, décongeler les tubes Eppendorf.

Idéalement décongeler les contenants environ 5 minutes sous l'eau chaude, puis
les plonger dans l'eau glacée pendant deux minutes. Cela permet, par chocs
thermiques, de séparer les fragments qui auraient pu s'associer a nouveau et
d'autre part d'éviter la nouvelle formation de bouts collés.

Le produit supporte aisément une succession de plusieurs alternances de
congélation-décongélation sans perdre ses propriétés. Mais il faut réduire au
minimum la durée de décongélation pendant laquelle une dégradation

occasionnelle par des micro-organismes est possible.
3.2 Dépdtdel'ADN

A l'aide d'une micropipette, déposer :
e 8uLdADN

e 8 ul pour I'échelle de poids moléculaire

JeuLin
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8 ul par puits

FRANCAIS

Durée de migration 15 a 20 minutes pour les systémes compacts
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Révélation = Transilluminateur intégré = révélation en temps réel

4 Résultats et exploitations

Résultats attendus : Le fragment LEP WT ampilifié aura une taille de 219pb
et le fragment LEP KO, une taille de 140pb.

Souris A
(tube 2)

@
(7]
=
@
@
s
=

Souris Fragments amplifiés génotype Phénotype
témoin 219 kb Homozygote LEP WT /WT Mince
Test 1 140 kb Homozygote LEP KO /KO Obeése
Test 2 140 kb Homozygote LEP KO /KO Obeése
Test 3 219/ 140 kb Hétérozygote LEP WT / KO Mince
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5 Assistance Technique
Pour tous réglages, et renseignements contacter le Support Technique au

09 69 32 02 10 (prix d’'un appel local, non surtaxé).

JEULIN - S.A.V.

468 rue Jacques Monod

CS 21900

27019 EVREUX CEDEX France
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ANNEXES
Dossier scientifiqgue et pédagogique

ETUDIER LES DIABETES GRACE A DES MODELES MURINS PRODUITS PAR
CRISPR-CAS9

INTRODUCTION

L’'obésité, définie par TOMS comme étant « une accumulation anormale ou excessive de graisse
corporelle qui peut nuire a la santé » est caractérisée par un indice de masse corporelle (IMC)
supérieur a 30. Sa prévalence, estimée en France a 16% en 2013, a doublé dans le monde au
cours des 30 derniéres années®. L'obésité est un facteur de risque majeur de nombreuses
pathologies, notamment le diabéte de type 2 (ou DT2). Plus de 460 millions de personnes dans le
monde sont diabétiques. Le DT2 représente 90% des diabétes et constitue 'un des principaux
facteurs de risque de déces par maladie. Ses impacts, tant en termes de santé que de dépenses
publiques, justifient la création de modeéles animaux, outils indispensables pour aborder les
pathologies liées a I'obésité et au diabéte mais aussi pour développer de nouveaux traitements
ou des approches préventives?.

UTILISER CRISPR-CAS9 POUR PRODUIRE DES MODELES ANIMAUX

Plusieurs loci associés a 'obésité et au diabéte de type 2 ont été identifiés. Parmi eux on trouve
le gene LEP, codant la leptine et le géne LEPR, codant le récepteur de cette hormone. Des
mutations dans LEP et LEPR ont été rapportées chez I'homme et elles sont associées a une
obésité précoce et a une hyperglycémie accompagnée d'une résistance a l'insuline.

La leptine et ses récepteurs

La leptine (codée par le géne LEP) est une hormone régissant la satiété, décrite pour la
premiére fois en 1994. Elle est notamment sécrétée par les adipocytes. A partir de la fin
des années 1990, des mutations homozygotes, ont été identifiées chez des patients
séverement obéses. Ces mutations sont a 'origine d’'une perte de fonction de la leptine ou
une réduction de sa production, ou encore une altération de la signalisation induite par son
récepteur, le LEPR. Le tableau clinique de ces patients, déficients pour les
genes LEP ou LEPR associe une hyperphagie, une réduction du tonus nerveux
sympathique, un hypogonadisme, une légéere hypothyroidie et une immunité lymphocytaire
altérées.

La leptine est un peptide de 167 acides aminés principalement produit dans le tissu
adipeux -mais aussi par I'estomac-. Lorsque la leptine entre dans la circulation sanguine,
le peptide signal, qui permet le passage de la protéine au travers d’'une membrane, est
éliminé. La leptine a alors une longueur réduite a 147 acides aminés?,

Les récepteurs a la leptine possédent un seul domaine transmembranaire. Sept isoformes
résultant d’'un épissage alternatif de 'ARN pré-messager ont été décrites. Elles se
distinguent entre elles par la longueur de leur domaine intracellulaire. D’'une fagon
générale, les isoformes longues du récepteur a leptine sont principalement exprimées
dans I'hypothalamus, alors que les isoformes courtes sont exprimées dans tout le corps?.

Chez ’humain, le géne LEP codant la leptine et le géne LEPR, codant son récepteur, sont
respectivement localisés sur le chromosome 7 et sur le chromosome 1.

FRANCAIS 7
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En utilisant le systeme CRISPR-Cas9, il est possible de générer des modéles de

souris « LEP et LEPR knockout (KO) », c’est-a-dire présentant des mutations rendant impossible
une synthése correcte des protéines.

En 2018, I'équipe coréenne dirigée par Jae-il Roh a congu une paire d’ARNg indépendants
ciblant I'exon 2 du géne LEP. L'utilisation de ces deux ARNg avec le systétme CRISPR-Cas9 sur
des embryons de souris a provoqué la suppression de 79pb au sein du gene LEP (figure 1A).
Cette mutation par délétion, induite par le systeme CRISPR-Cas9, provoque un décalage du
cadre de lecture de 'TARNm par les ribosomes faisant apparaitre un codon stop prématuré. Ainsi,
par rapport a la protéine LEP de type sauvage (ou WT pour Wild Type), composée de 167 acides
aminés, le peptide mutant non fonctionnel n’est formé que de 44 acides aminés dont seuls les
trois premiers correspondent a ceux de la protéine WT. Les génotypes de ces souris LEP KO
sont alors confirmés par PCR et électrophorése d’ADN grace a une paire d’'amorces (Figures 1C
et 1D).

i

SERNAEL sgRNAN2

WT ATGTGCTGGAGACCCCTGTGTCGGTTCCTGTGGCTTTGGTCCTATCTGTCTTATGTTCAAGCAGTGCCTATCCAGAAAGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACCA
Me ¥ ER'L CR B LR LS NS XLS XY QAR I 'K YH D KT XK ¥ L X K2

KO ATGTGCTGGA == = = m m m o o CACCAAAACCCTCATCAAGACCA
M C W - = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = - T P KPS SR P

Lep WT - 167 a.a.

MCWRPLCRFLWLWSYLSYVQAVPIQKVQDDTKTLIKTIVTRINDISHTQSVSAKQRVTG
LDFIPGLHPILSLSKMDQTLAVYQQVLTSLPSQNVLQIANDLENLRDLLHLLAFSKSCSL
PQTSGLQKPESLDGVLEASLYSTEVVALSRLQGSLQDILQQLDVSPEC*stop

Lep
WT HT KO

<+— WT (219 bp)

<+— KO (140 bp)
Lep KO - 44 a.a.(predicted if translated)
MCWTPKPSSRPLSPGSMTFHTRSRYPPSRGSLAWTSFLGFTPF*stop (41 mutant a.a)

D

Amorces pour la confirmation des génotypes par PCR

5'- TCC CAG GGA GGA AAA TGT GCT -3' (amorce Forward),

5'- TGA CAT GTT TCT CAG ACT CTG GTT -3' (amorce Reverse)

Figure 1 : Principe de la conception des souris LEP KO par CRISPR-Cas9

A. Représentation de I'organisation du géne LEP et de la délétion induite par CRISPR-
Cas9. Les exons sont indiqués par les cases noires et les introns par les traits
noirs.

B. Longueur et séquences des protéines WT et KO. Les acides aminés mutants sont
indiqués en italique. L’'astérisque indique le signal d’arrét de traduction.

C. Résultats du génotypage des souris par PCR et électrophorése d’ADN (WT = type
sauvage, HT = hétérozygote, KO = souris mutantes homozygotes). Le fragment
amplifié correspondant au géne LEP sauvage (WT) a une longueur de 219pb, celui
correspondant au géne LEP muté par CRISPR-Cas9 (KO) a une longueur de
140pb.

D. Séquences des amorces utilisées pour la PCR.

-

FRANCAIS 8
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L’édition génomique et le systeme CRISPR-Cas9

L’édition génomique permet de créer des modeles animaux (souris, lapins, moutons etc.), en
modifiant le patrimoine génétique d’embryons grace au systeme CRISPR-Cas9 avant de les
transférer chez des femelles. Les chercheurs peuvent ainsi disposer a volonté de modéles
animaux variés et adaptés a I'étude du développement, de pathologies ou pour des essais
thérapeutiques®. Le prix Nobel de chimie 2020 a été attribué a Emmanuelle Charpentier et
Jennifer Doudna pour la mise au point de cette technique.

Le systeme CRISPR-Cas9 est naturellement présent chez les bactéries qui l'utilisent pour
dégrader 'ADN des bactériophages (des virus de bactéries). C’est donc une sorte de « systéme
immunitaire » bactérien qui leur permet de se protéger contre des infections virales.

CRISPR-Cas9 est une enzyme -une nucléase- qui provoque des coupures dans ’ADN double
brin en des endroits précis du génome. Il est utilisé avec un « ARN guide », noté ARNg, qui cible
une séquence d’ADN particuliere, associé a l'enzyme Cas9, qui, comme des ciseaux
moléculaires, coupe 'ADN. Lorsque la séquence d’ADN est coupée, les systemes de réparation
cellulaire vont « recoller » les extrémités des deux morceaux d'ADN créés par la coupure. En
labsence de séquence modéle, le processus de réparation ajoute ou enléve quelques
nucléotides a chacune des extrémités d'’ADN afin de pouvoir les recoller ; cela provoque des «
anomalies » dans la séquence d’ADN ciblée : le géne devient alors inactif mais peut aussi étre
aléatoirement revenir a I'état initial et étre « réparé »°.

Voir la vidéo YouTube de [I'INSERM : CRISPR/CAS9; une méthode révolutionnaire.
https://www.youtube.com/watch?v=RpIWR12npgM&t=130s

L’ARN guide (ARNg) est wune

séquence d'’ARN de 17 a 20}\

nucléotides correspondant a 'ADN \ \
B

ciblé, suivie dun motif de 3
nucléotides, que l'on appelle le .
« PAM » et qui est spécifique de la 3
nucléase Cas9 utilisée. L’ARNg
forme un complexe avec 'ADN et la
nucléase Cas9. La coupure par la

nucléase se fait exactement trois DO DMOID D{[}@@J[ﬁ@@@@{@(y

nucléotides avant le PAM* .

WOOODC

2345678*91011121314151617
Par ailleurs, on peut utiliser le systeme CRISPR/Cas pour éliminer une séquence d’ADN. Il est
possible de couper les deux brins dADN a deux endroits dans un méme chromosome, en

utilisant deux ARN guide (ARNg). Ceci permet d’enlever une séquence de quelques nucléotides
ou méme de centaines de milliers de nucléotides* (schéma ci-dessous).

SO0

200000« POeCCODROorCed COoCDOROR<
v
2000CPCCPCRORONRC
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LES RESULTATS EXPERIMENTAUX OBTENUS

Chez les souris LEP KO, la leptine est insuffisamment produite et, de ce fait, la prise alimentaire
est exacerbée (figures 3J et 3F). Ces souris sont obéses et présentent une stéatose hépatique*
(figures 3A, 3B, 3C, 3D, 3E) des la premiére génération. Les données indiquent également une
hyperglycémie et une résistance a l'insuline (figures 3G, 3H, 3l). Ces résultats suggérent donc
gue la mutation Lep induite par CRISPR-Cas9 est suffisante pour provoquer I'obésité chez ces
souris et que le modéle de souris LEP KO est un modéle efficace pour la recherche sur I'obésité
et le diabéte de type 2.

*accumulation de graisses dans le foie, en dehors de toute consommation excessive d'alcool.
3.B
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Figure 3 : Données anatomiques, histologiques et physiologiques obtenues chez les souris
A : photographies des souris agées de 9 mois, B : aspect macroscopique du foie chez des animaux
de 9 mois, C : coupes histologiques du foie et du tissu adipeux blanc chez des animaux agés de 16
semaines, D : évolution de la masse corporelle, E : composition du corps en tissus gras et maigres
chez des animaux agés de 15 semaines, F : prise alimentaire moyenne chez des animaux agés de 8
semaines, G et H : glycémie (G) et insulinémie (H) chez des souris agées de 14 semaines aprés 16 h
de jeline, | : Résultat d’un test de tolérance au glucose injecté a tO chez des animaux agés de 14
semaines et qui ont préalablement je(iné pendant 16 h, J : taux d’ARNm transcrit a partir du gene
Lep dans le tissu adipeux blanc d’animaux agés de 10 semaines.
WT = souris de type sauvage, Het = souris hétérozygotes, KO = souris mutantes homozygotes,
barre blanche = 1cm, barre noire = 100um, Liver = foie, WAT = tissu adipeux blanc, Fat = graisse,
Lean = tissu maigre, food intake = prise alimentaire
Source : CRISPR-Cas9-mediated generation of obese and diabetic mouse models, Jae-il Roh et al. Janvier
2018, https://www.ncbi.nlm.nih.qov/pmc/articles/PMC5955754/

LA SITUATION PEDAGOGIQUE ET L’ACTIVITE PROPOSEE

La leptine est une hormone de nature protéique contrélant la sensation de faim. Cette hormone
est codée par le géne LEP. Chez I'humain, des mutations du géne LEP sont associées a une
obésité précoce et un diabéte de type 2. En utilisant le systeme CRISPR-Cas9 sur des embryons
de souris, il est possible de donner naissance a des animaux « LEP KO », c’est-a-dire présentant
une mutation du géne LEP rendant impossible la synthése correcte de la leptine. Ces animaux

sont ensuite utilisés comme modéle pour I'étude de I'obésité et du diabéte chez 'humain.

L’utilisation de CRISPR-Cas9 ciblant le géne LEP chez des embryons de souris donne naissance
a deux types de souris : des souris minces, équivalentes aux souris témoins non modifiées (WT,

pour Wild Type) et des souris obeses (photographies de la figure 4).
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Le systeme CRISPR-Cas9 n’est pas fiable a 100%. Pour confirmer que le phénotype de ces
souris résultent bien de la modification de leur génome par CRISPR-Cas9, il est nécessaire de
déterminer leur génotype par PCR et électrophorése d’ADN. L'utilisation d’amorces spécifiques
va permettre d’amplifier le géne LEP. L’électrophorése d’ADN révélera quelles versions du géne
sont présentes chez les animaux testés. En effet, CRISPR-Cas9 provoque une délétion de 79
paires de bases au sein du géne LEP. Le fragment d’ADN correspondant au variant LEP KO sera
donc plus court de 79pb que LEP WT et migrera plus loin sur le gel d’électrophorése. Le fragment
LEP WT amplifié aura une taille de 219pb et le fragment LEP KO, une taille de 140pb.

L’électrophorése permettra également de révéler si des individus hétérozygotes, porteur a la fois
de LEP WT et de LEP KO sont présents parmi ces souris modifiées. Par mise en relation avec
leur phénotype, on en déduira si la mutation induite est récessive ou dominante.

Figure 4 : Les deux types de souris obtenus apreés utilisation du systéme CRISPR-Cas9 induisant
une mutation du géne LEP
Photographies d’animaux agés de 9 mois, barre blanche = 1cm
D’aprés CRISPR-Cas9-mediated generation of obese and diabetic mouse models, Jae-il Roh et al. Janvier 2018,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5955754/

L’activité consiste a réaliser une électrophorése de fragments d’ADN préalablement amplifiés par
PCR. L’'ADN amplifié provient d’'individus WT et d’animaux modifiés par CRISPR-Cas9, minces
ou obéses.

Le résultat (figure 5) révele que, parmi les animaux modifiés, les souris minces sont des
hétérozygotes WT/KO et les souris obéses des homozygotes KO/KO. La mutation induite est
donc récessive, ce que confirment les analyses physiologiques réalisées chez I'ensemble des
souris.
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Figure 5 : Résultat de I’électrophorése d’ADN
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