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I.  INTRODUCTION 

Etapes historiques de la génération de modèles génétiquement modifiés 

Modèles biologiques classiques et débuts de la modification génétique 
Les modèles biologiques permettent de mimer des situations physiologiques ou pathologiques observées 

chez l’Homme pour mieux en comprendre le fonctionnement. En particulier pour l’étude d’une maladie 

humaine, l’intérêt est de comprendre l’étiologie ainsi que la physiopathologie de cette maladie afin de 

faciliter le diagnostic et mettre au point des stratégies thérapeutiques fiables et sécurisées. Les modèles 

biologiques tentent donc de récapituler ces aspects de la façon la plus fidèle possible (physiologie, 

pathophysiologie, signes cliniques…). Le choix des modèles est donc primordial et la combinaison de 

modèles animaux et cellulaires est souvent requise pour leur complémentarité.  

L’utilisation de cellules humaines, issues directement de tissus sains (cellules primaires) ou pathologiques 

(lignées tumorales…), permet une modélisation basée sur un génome humain. Les cellules primaires 

présentent l’avantage d’être fidèles au contexte physiologique humain mais sont difficiles à maintenir en 

culture. Au contraire, les cellules tumorales prolifèrent anormalement bien mais par leur nature tumorale 

ne représentent pas la réalité biologique de nos cellules dans un organisme sain.  

Les modèles animaux sont, depuis très longtemps, largement dominés par les modèles rongeurs, en 

particulier la souris et le rat (Figure 1). Ces deux modèles ont l’avantage de présenter un bon compromis 

entre proximité génétique par rapport à l’Homme et taille adaptée à l’élevage en laboratoire.  

La souris étant dix fois plus petite que le rat, son élevage est moins coûteux et a certainement contribué à 

sa dominance. En contrepartie, le rat facilite certaines applications par sa plus grande taille (microchirurgie, 

Figure 1: Nombre de publications référencées dans Pubmed jusqu'au 31/12/2020 avec mots clés: "Models, Animal"] AND "Mice"[Mesh] ou 
AND "Rats"[Mesh] ou AND "Rabbits"[Mesh] ou AND "Swine"[Mesh] ou AND "Dogs"[Mesh] ou AND "Cricetinae"[Mesh] ou AND "Guinea 
Pigs"[Mesh] ou AND "Primates"[Mesh] NOT "Humans"[Mesh] ou AND "Sheep"[Mesh] ou AND "Fishes"[Mesh] ou AND "Cattle"[Mesh] ou 

AND "Helminths"[Mesh] ou AND "Diptera"[Mesh] ou AND "Birds"[Mesh] ou AND "Cats"[Mesh] ou AND "Yeasts"[Mesh] ou AND 
"Amphibians"[Mesh] ou  AND "Goats"[Mesh]. 
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volume de sang et tissus prélevables…) et propose une meilleure modélisation des pathologies génétiques 

humaines dans un certain nombre de cas (Chenouard et al., 2021a; Szpirer, 2020). A ma connaissance, il 

n’existe pas de modèle de souris qui offre une meilleure représentation que le modèle de rat équivalent. 

Les fondements de l’édition de génome ont été posés dans les années 80 avec plusieurs avancées majeures 

(décrites dans les sections suivantes) qui ont été un tournant pour la génération de modèles animaux et 

cellulaires (Figure 2). En particulier, à cette époque, les premiers succès de modifications génétiques 

aléatoires sur embryons murins par injection d’ADN exogène dans l’embryon unicellulaire ont été publiés 

(Gordon et al., 1980; Palmiter et al., 1982). C’était la première révolution technologique qui a permis la 

génération des premiers modèles de souris transgéniques qui ont longtemps été les seuls modèles 

mammifères accessibles. En effet, le premier rat transgénique n’a été développé que 10 ans plus tard ce qui 

reflète la difficulté de la transgénèse dans ce modèle (Mullins et al., 1990). Néanmoins, la transgénèse 

aléatoire entraine des modifications incontrôlées, très faiblement efficaces (Brinster et al., 1985) et 

présentaient de nombreux problèmes (insertion aléatoire, expression non contrôlée…). C’est pourquoi 

d’autres stratégies ont été développées. 

Cellules souches embryonnaires : outil pour la modélisation cellulaire et animale 
L’établissement des premières lignées de cellules souches embryonnaires murines (mESC) (Evans and 

Kaufman, 1981; Martin, 1981) et la démonstration de leur potentiel pour modifier un gène de façon ciblée 

par recombinaison homologue sur cellules humaines (Smithies et al., 1985) ont, dans les années 80, 

révolutionné la façon de générer des animaux génétiquement modifiés (Doetschman et al., 1987; Thomas 

and Capecchi, 1987) (Figure 2). En effet, ces cellules sont issues de blastocystes et possèdent la capacité 

de se différencier en un large type de cellule avec l’avantage de pouvoir être maintenues en culture à l’infini 

grâce à un fort potentiel d’auto-renouvellement. Toutefois, l’efficacité de recombinaison homologue ou 

l’intégration aléatoire est très faible, c’est pourquoi des marqueurs de sélection ont été développés pour 

favoriser la survie et sélectionner uniquement des mESC d’intérêt (Mansour et al., 1988). Cette sélection 

est encore largement utilisée sur mESC et a été améliorée pour pouvoir être excisée une fois la lignée 

développée. En effet, ces marqueurs de sélection peuvent interférer avec le transgène (Bouhassira et al., 

1997) et poser des problèmes de biosécurité (résistance aux antibiotiques…).  

L’établissement de lignées d’ESC de rats (rESC) (Buehr et al., 2008; Li et al., 2008) et la génération de rats 

génétiquement modifiés de façon ciblée à partir de rESC (Kawamata and Ochiya, 2010; Meek et al., 2010; 

Tong et al., 2010) a été bien plus tardive et reflète à nouveau la complexité de ce modèle. Ces difficultés 

ont rendu la souris indispensable pour un grand nombre de modèles pendant presque trente ans (Figure 2). 

Aujourd’hui, les rESC restent moins robustes que les mESC et sont difficiles à maintenir de façon stable 

en culture, tout comme les embryons de rat. 
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 Modèles rongeurs Modèles cellulaires humains 
 Souris Rat Cellules humaines  hESC hiPSC 

1980 Transgénique 
(Gordon et al., 1980) 

    

1981  Etablissement mESC 
(Evans and Kaufman, 1981; 

Martin, 1981) 

    

1982 
… 

Transgénique fonctionnel 
(Palmiter et al., 1982) 

    

1985 
... 

  HR 
(Smithies et al., 1985) 

  

1987 
 

... 

Mutagenèse programmée 
mESC 

(Doetschman et al., 1987; 
Thomas and Capecchi, 

1987) 

    

1990 
… 

 Transgénique 
(Mullins et al., 1990) 

   

1995 
… 

  Meganucleases 
(Choulika et al., 1995) 

  

1998 
… 

   Etablissement hESC 
(Thomson et al., 1998) 

 

2001 
… 

   Transgénique 
(Eiges et al., 2001) 

 

2003 
… 

   HR 
(Zwaka and Thomson, 

2003) 

 

2005   ZFN 
(Urnov et al., 2005) 

  

2006 Etablissement miPSC 
(Takahashi and Yamanaka, 

2006) 

    

2007    ZFN 
(Lombardo et al., 2007) 

Etablissement hiPSC 
(Takahashi et al., 2007; 

Yu et al., 2007) 
2008  Etablissement rESC 

(Buehr et al., 2008; Li et 
al., 2008) 

  hiPSC de patients 
(Park et al., 2008) 

2009  ZFN 
(Geurts et al., 2009) 

  ZFN 
(Hockemeyer et al., 2009; 

Zou et al., 2009)   Etablissement riPSC 
(Li et al., 2009; Liao et 

al., 2009) 

  

2010 ZFN 
(Carbery et al., 2010) 

HR 
(Kawamata and Ochiya, 
2010; Meek et al., 2010; 

Tong et al., 2010) 

   

2011 
... 

 TALEN 
(Tesson et al., 2011) 

TALEN 
(Miller et al., 2011) 

TALEN hESC & hiPSC 
(Hockemeyer et al., 2011) 

2013 Meganucleases 
(Ménoret et al., 2013) 

CRISPR/Cas9 
(Cong et al., 2013; Jinek 
et al., 2013; Mali et al., 

2013) 

 CRISPR/Cas9 
(Horii et al., 2013; Mali et 

al., 2013) TALEN 
(Sung et al., 2013; Wefers 

et al., 2013) 

CRISPR/Cas9 
(Li et al., 2013a, 2013b) 

 

CRISPR  
(Li et al., 2013a; Wang et 

al., 2013) 

 

2014 
… 

   CRISPR/Cas9 
(Rong et al., 2014) 

 

2016   Cytosine Base Editing 
(Komor et al., 2016) 

  

2017 Cytosine Base Editor 
(Liang et al., 2017a) 

 Adenine Base Editing 
(Gaudelli et al., 2017) 

  

2018 Adenine Base Editing 
(Yang et al., 2018) 

   

2019   Prime Editing 
(Anzalone et al., 2019) 

  

2020 Prime Editing 
(Liu et al., 2020b) 

  Cytosine & Adenine 
Base Editor 

(Qi et al., 2020) 

Cytosine, Adenine Base 
Editor & Prime Editing 

(Sürün et al., 2020) 
2021    Prime Editing 

(Habib et al., 2021) 
 

Figure 2: Evolution des outils de création de modèles cellulaires et rongeurs génétiquement modifiés. La transgénèse aléatoire est indiquée 
en gris clair et ciblée en gris foncé, les ESC en bleu clair et iPS en bleu foncé, les méganucléases en jaune, les ZFN en orange clair, TALEN 

en orange foncé, CRISPR/Cas9 en rouge et systèmes alternatifs de Cas9 en rose. ESC, cellules souches embryonnaires ; iPSC, cellules 
souches pluripotentes induites ; m, souris ; r, rat ; h, humain ;HR, recombinaison homologue 
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En parallèle, l’établissement de lignées d’ESC humaines (hESC) (Thomson et al., 1998) a permis la 

génération d’hESC transgéniques (Eiges et al., 2001) puis modifiées de façon ciblée (Zwaka and Thomson, 

2003) (Figure 2). La pluripotence est l’avantage majeur des ESC car elle permet de développer une large 

variété de types cellulaires par différenciation. Toutefois, celles-ci étant isolées à partir de blastocystes, les 

hESC présentent de réels problèmes éthiques qui limitent leur développement et donc leur diversité 

génétique. La loi relative à la bioéthique du 2 août 2021, permettra notamment de mieux cadrer l’accès et 

l’utilisation des embryons humains. Elle facilitera également le développement de nouvelles lignées 

d’hESC mais de nouvelles sources de cellules souches sont toutefois requises 

Les cellules souches pluripotentes induites : l’avenir des cellules souches 

 iPSC animales et humaines 
La reprogrammation de cellules murines matures en cellules souches pluripotentes induites (miPSC) grâce 

aux facteurs Oct3/4, Klf4, Sox2 et c-Myc (facteurs OKSM) (Takahashi and Yamanaka, 2006) a été une 

avancée majeure dans le domaine des cellules souches chez l’animal mais également chez l’Homme 

(Figure 2). En effet, il est possible d’utiliser des iPSC pour générer des souris (Geoghegan and Byrnes, 

2008) et rats (Li et al., 2009; Liao et al., 2009) chimériques. Les iPSC de rats (riPSC) semblent nettement 

plus robustes et faciles à maintenir en culture que les rESC. Elles sont, à mon avis, une alternative 

intéressante à explorer pour développer des modèles très complexes, leur efficacité de génération par des 

méthodes plus classiques étant insuffisante. 

Grâce à ces études préliminaires en particulier chez la souris, les premières reprogrammations à partir de 

cellules matures humaines ont été réalisées rapidement et avec succès (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 

2007). La reprogrammation de nombreuses cellules de patients en différentes lignées de cellules hiPSC 

disponibles pour la recherche a ainsi révolutionné le développement de modèles cellulaires humains (Park 

et al., 2008) (Figure 2). C’est pourquoi le prix Nobel de physiologie ou médecine 2012 a été décerné à 

John B. Gurdon et Shinya Yamanaka. 

 Modélisation à partir d’hiPSC 
Ces cellules ont levé un grand nombre de barrières dont l’accès aux hESC, puisque celles-ci sont isolées à 

partir de simples biopsies de peau, de prélèvements sanguins ou d’urine par exemple. La génération de 

modèles d’hiPSC issus de patients est longue (6 mois à 1an minimum), coûteuse et revêt des aspects 

éthiques liés, en particulier, aux autorisations et utilisations de ces cellules. C’est donc un processus 

fastidieux mais qui mène à un modèle particulièrement flexible (Figure 3). En effet, après 

reprogrammation, elles comportent une large capacité de différenciation (Karagiannis et al., 2019; Oh and 

Jang, 2019) et sont cultivables en haut débit.  
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 Reprogrammation de cellules matures en iPSC 
La reprogrammation de cellules somatiques en iPSC nécessite leur induction dans un état de pluripotence. 

A l’origine, les facteurs OKSM apportés par des vecteurs retro ou lentiviraux (Takahashi and Yamanaka, 

2006) ont démontré leur efficacité et restent encore les plus utilisés. L’intégration des transgènes portés par 

les vecteurs viraux est une limite majeure de ce système. Des techniques alternatives non intégratives ont 

donc été développées pour fournir ces facteurs :  

§ transposon PiggyBAC pour transporter la cassette de reprogrammation combinée à des systèmes 

d’excision (Kaji et al., 2009; Woltjen et al., 2009) ;  

§ plasmide simple (Okita et al., 2008) ; 

§ plasmide épisomal dérivé du virus Epstein-Barr (Yu et al., 2009) ; 

§ Minicercles ADN (Jia et al., 2010).  

Ces techniques sont toutes basées sur de l’ADN qui présente notamment le risque d’insertion aléatoire dans 

le génome de la cellule receveuse. D’autres approches sans ADN ont par la suite été décrites : 

§ vecteurs viraux non intégratifs tels que virus Sendai (Fusaki et al., 2009), ou adénovirus (Stadtfeld 

et al., 2008) ; 

§ ARN synthétiques (Warren et al., 2010) ; 

§ protéines recombinantes (Kim et al., 2009).  

Figure 3: Processus de production d’une lignée iPSC. Figure créée avec BioRender. 
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Il est également possible d’agir directement sur les facteurs endogènes grâce à des activateurs 

transcriptionnels basés sur CRISPR/Cas9 (Weltner et al., 2018). Ce système permet de facilement cibler un 

grand nombre de facteurs et à moindre coût, ce qui en fait une technique très intéressante pour l’avenir.  

Par ailleurs, des outils de criblage haut débit permettent aujourd’hui une meilleure connaissance des 

éléments impliqués dans la reprogrammation, particulièrement les voies de signalisation essentielles, les 

ARN non codants et les modifications épigénétiques. Un grand nombre d’entre eux mais aussi des petites 

molécules agissant sur différentes voies de signalisation ont été utilisés pour de la reprogrammation avec 

ou sans facteurs OKSM (Borgohain et al., 2019). 

Le virus Sendai et les ARN synthétiques sont, à l’heure actuelle, les deux techniques les plus fiables et 

efficaces (<1% malgré tout) et les plus utilisées en routine.  

Nouveaux outils d’édition de génome : les nucléases spécifiques de gènes 
Au cours des années 90, la méganucléase issue de Saccharomyces cerevisiae (I-SceI) a été utilisée pour 

créer une cassure double brin (DSB) sur cellules humaines afin d’induire la recombinaison homologue à 

partir d’un ADN donneur contenant des bras d’homologie de part et d’autre de la séquence à insérer 

(Choulika et al., 1995) (Figure 2). Cette technique s’est avérée deux fois et cinq fois plus efficace que la 

recombinaison homologue ou l’intégration aléatoire, respectivement (Choulika et al., 1995). Ces nucléases 

reconnaissent spécifiquement une séquence de 14 à 40 paires de bases (Figure 4A). Toutefois, la génération 

de ces nucléases est très complexe et leurs sites de coupure peu fréquents puisque basés sur de longues 

séquences spécifiques. Ces inconvénients ont très fortement limité leur application pour la génération de 

modèles rongeurs (Ménoret et al., 2013) (Figure 2). Même si peu de modèles ont été développés par cet 

outil, elles ont permis de mettre en évidence la nécessité de développer des nucléases capables de générer 

des DSB de façon spécifique et ciblée à partir d’outils faciles à développer. 

Sur ces bases, la révolution de l’édition de génome a eu lieu à partir des années 2000 avec le développement 

successif de plusieurs nucléases spécifiques de gènes (Figure 2) permettant une édition ciblée et efficace. 

Ces outils sont devenus de plus en plus faciles à concevoir et synthétiser, rendant ainsi l’édition de génome 

progressivement accessible à tous les laboratoires dans le monde et surtout son application à la plupart des 

espèces vivantes. Ces nucléases présentent chacune un fonctionnement détaillé ci-dessous (Figure 4 

d’après Abdallah et al., 2015) et des spécificités comparées dans le Tableau 1 (Chenouard et al., 2021a), 

article intégral en Annexe 1. 

Les « zinc finger nucleases » (ZFN) ont été les nucléases qui ont suivi les méganucléases et ont été 

développées complètement de façon artificielle. Elles fonctionnent en dimères pour induire une DSB et 

combinent à la fois un domaine endonucléase de l’enzyme de restriction Fok1 et des domaines à doigts de 

zinc qui reconnaissent chacun de façon spécifique 3-4 bases ADN (Tableau 1B). Ainsi, en combinant 

plusieurs modules de ZFN, il est possible d’augmenter la spécificité du système. Elles ont été utilisées 
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d’abord sur cellules humaines (Urnov et al., 2005), hESC (Lombardo et al., 2007), et ont notamment permis 

de générer les premiers modèles d’hiPSC génétiquement modifiés (Hockemeyer et al., 2009; Zou et al., 

2009). Du fait des difficultés à créer des modèles transgéniques de façon efficace, le premier rat 

génétiquement modifié par ZFN (Geurts et al., 2009) a été développé avant la première souris (Carbery et 

al., 2010) (Figure 2). L’ingénierie de ces nucléases est relativement complexe mais elles toute sont toutefois 

capables de cibler le génome de n’importe quelle espèce. Son application pour l’édition de génome a donc 

particulièrement été une révolution pour les autres espèces que la souris, notamment le rat et les animaux 

de bétail. 

Figure 4: Structure des quatre nucléases spécifiques de genes les plus utilisées en édition de génome d’après Abdallah et al., 2015. A. 
Méganucléase Sce-I. B. « Zinc Finger Fuclease ». C. « Transcription Activator-Like Effector Nuclease ». D. « Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats ».   

A. 

B. 

C. 

D. 
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Tableau 1: Comparaison des nucléases utilisées pour créer des modèles cellulaires et animaux génétiquement modifiés d’après Chenouard 
et al. 2021. 

Specificities, advantages, 

limitations 
MEGANUCLEASES ZFN TALEN CRISPR/Cas9 

DNA binding determinant protein ZF protein TAL protein crRNA/sgRNA 

Binding specificity 
Long sequences of 

nucleotidesa 
3 nucleotides 1 nucleotideb 1/1 nucleotide pairing 

Endonuclease -a FokIc FokIc Cas9 

Function specificity monomer dimer dimer monomer 

Design/Engineering very difficult difficult simple very simple 

Restriction in target site Chromatin compaction G-rich sequence 
Start with T and end with 

A 
End with a NGG sequence 

Target site length 18-44bp 18-36 bpd 24-40 bp 22-25bp 

Targeting frequency low high (one/ 100bp) high (one/bp) high (one/4 or 8bp) 

Specificity high Low to moderatee moderate high 

Sensitivity to DNA methylation Yes Yes Yes noh 

Off-targets variable lowe very low variable 

Size Small size 
Small size 

(~ 1kb/monomer) 

Large size 

(~ 3kb/monomer) 

Large size 

(4.2kb Cas9) 

Commercially available, Cost Yes, high Yes, high Yes, moderate Yes, low 

Patents concern Yes Yes Yes Yes 

Type of editing     

Gene KO 

(Indels & frameshift) 
Yes Yes Yes Yes 

Multiplex KO No dataj Very limited Limited  Yes (up to 8 alleles)i 

Gene correction/point 

mutagenesis (repaired 

basepairs) 

No dataj Yes Yes Yes 

Gene addition/sequence 

replacement (integrated gene 

cassette) 

No dataij Yes Yes Yes 

Gene deletion (deleted gene 

fragments) 
No dataj No data No data Yes 

Prime and base editing No dataj No data No data Yes 
aDNA-binding specificities and cleavage mechanism combined in the same protein (Galetto et al., 2009)  

bTALE protein consist of 34 amino acid repeat domains, each one recognizing a single DNA nucleotide; highly conserved, excepting two hypervariable residues 

at positions 12 and 13, which confer the specificity of TALE.  
cFokI cleaves only in its dimeric form 
dassociation of 3 to 6 ZF DNA binding domains fused to the FokI catalytic domain. Binding of two ZFN-FokI heterodimers to two contiguous DNA sequences 

and separated by a 5-7bp gap. 
especificity depends on number and selected ZF modules  
fimprovements made at the interface level of dimerization of FokI to reduce genotoxicity linked to its homodimerization 
h no direct effect of methylation on Cas9 binding or effectivity (Verkuijl and Rots, 2019) 
idifficult on same chromosome. Limitations overcome by Prime and base editing (cf Table 3) 
jThe difficulty in designing meganucleases has limited their application in creating new model organisms  

Peu de temps après, les « Transcription activator-like effector nuclease » (TALEN) ont été développées. 

Les premiers modèles sur cellules humaines (Miller et al., 2011), hESC, hiPSC (Hockemeyer et al., 2011) 

et embryons de rats (Tesson et al., 2011) ont été publiés la même année, puis chez la souris, deux ans plus 

tard (Sung et al., 2013; Wefers et al., 2013) (Figure 2). Elles utilisent également la nucléase Fok1 en 
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dimères, comme les ZFN, mais diffèrent par l’utilisation de la TALE protéine issue de la bactérie 

Xanthomonas genus, pour la fixation à l’ADN. Cette protéine a l’avantage de cibler spécifiquement une 

base ADN à partir de deux de ses résidus (Figure 4C). Ainsi, un module TALEN contenant les résidus 

Asn-Ile (NI), Asn-Gly (NG), Asn-Asn (NN) ou His-Asp (HD), reconnaîtra spécifiquement la base ADN A, 

T, G ou C, respectivement sur le génome ciblé (Miller et al., 2015). 

Finalement, « Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats » (CRISPR)/ « CRISPR 

associated system » (Cas) 9 (type II), découvert chez Streptococcus pyogenes, a été utilisé pour modifier 

génétiquement des cellules humaines (Cong et al., 2013; Jinek et al., 2013; Mali et al., 2013), hESC (Rong 

et al., 2014), hiPS (Horii et al., 2013; Mali et al., 2013) ou embryons de rats et souris (Li et al., 2013a, 

2013b; Wang et al., 2013) par DSB avec des efficacités similaires aux autres nucléases (Figure 2). Cet outil 

a apporté une nouvelle révolution grâce à la possibilité d’utiliser la même nucléase pour tous les projets, 

contrairement aux méganucléases, ZFN et TALEN. Avec CRISPR/Cas9, le locus d’intérêt est ciblé de 

façon spécifique grâce à la complémentarité à un guide ARN (gARN) d’une centaine de bases qui est très 

facile à produire en laboratoire (Figure 4D). Ses composants et son mécanisme seront détaillés dans la 

section suivante. 

Un grand nombre d’autres systèmes CRISPR ont été découverts et caractérisés depuis (Makarova et al., 

2020) dont certains ont été appliqués à l’édition de génome. En particulier, Cpf1, également nommé Cas12a 

(type V), est le plus intéressant. Contrairement à Cas9 qui cible des régions riches en G et coupe de façon 

franche, il cible des séquences riches en T et créé des extrémités débordantes. De plus, des systèmes 

CRISPR associés à des transposases ont été récemment découverts et semblent prometteurs pour appliquer 

à l’édition de génome (Strecker et al., 2019). 

La simplicité du système CRISPR/Cas9 et son efficacité font qu’il reste, encore aujourd’hui, le plus utilisé 

pour l’édition de génome. Des systèmes d’édition alternatifs (Figure 2) ont donc été développés à partir de 

Cas9 (Anzalone et al., 2020). Le « Cytosine Base Editor »  a été mis au point sur cellules humaines pour 

muter un C en T (Komor et al., 2016) puis amélioré sur plusieurs générations. L’ « Adenine Base Editor » 

transforme un A en G et a démontré, sur cellules humaines, une meilleure efficacité d’édition de génome 

que la DSB par Cas9 (Gaudelli et al., 2017). Ces systèmes, du fait de la présence de Cas9 nickase ou Cas9 

inactivé (dead Cas9), n’induisent pas de DSB et permettent la création de mutations sur différents loci du 

même chromosome. Ils ont donc l’avantage de s’affranchir des mécanismes de réparation de DSB et ne 

nécessitent pas l’utilisation d’un ADN donneur. Ils peuvent également être utiles pour muter des types 

cellulaires où la recombinaison homologue est absente. Néanmoins, il est difficile de cibler une base précise 

et la mutation se limite à C en T ou A en G en fonction du système, ce qui restreint leur utilisation. Ces 

deux systèmes ont été testés sur hESC (Qi et al., 2020) et hiPS (Sürün et al., 2020). Des modèles de souris 

et de rats ont été développés à partir d’« Adenine Base Editor » (Yang et al., 2018) mais seuls des modèles 

de souris ont été publiés avec « Cytosine Base Editor » (Liang et al., 2017a). Pour s’affranchir de ces 
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limitations, le « Prime Editing » a été développé sur cellules humaines (Anzalone et al., 2019). Les deux 

premières versions de ce système ont été créées à partir d’une seule Cas9 nickase fusionnée à une 

transcriptase et d’un gARN fusionné à une amorce (prime editing gARN). Ainsi, le brin non ciblé est coupé 

et l’amorce induit la reverse transcription du prime editing gARN. La troisième version du système a intégré 

une deuxième nickase avec son propre gARN pour couper le brin cible et éditer de façon plus efficace. Le 

prime editing a été appliqué aux hESC (Habib et al., 2021), hiPS (Sürün et al., 2020) et embryons de souris 

(Liu et al., 2020b) mais pas encore aux embryons de rats. 

Conclusion et perspectives des modèles et leurs modifications génétiques 
Les modèles cellulaires et animaux sont complémentaires et permettent une modélisation biologique de 

plus en plus précise et pertinente. Les avancées technologiques des dernières décennies offrent un large 

panel d’outils à la fois sur les modifications génétiques ou transcriptionnelles, les types d’espèces animales 

ou types cellulaires utilisables, mais aussi sur la possibilité de générer des modèles cellulaires de plus en 

plus flexibles.  

Toutefois, les cultures cellulaires 2D historiques présentent de réelles limites de pertinence de 

modèle comme le nombre de types cellulaires co-cultivés ou encore l’incapacité des cellules à reproduire 

le contexte réel des tissus (interactions avec d’autres types cellulaires, hormones, facteurs…). Celles-ci ont 

été compensées par les modèles in vivo, longtemps limités à la souris, mais les dernières avancées en édition 

de génome ont permis d’élargir le champ des possibles à d’autres espèces, en particulier le rat (Neff, 2021). 

Néanmoins, les modèles animaux coûtent cher et présentent des problèmes éthiques importants. 

 Le développement des iPSC permet aujourd’hui d’avoir une plus grande flexibilité sur les modèles 

cellulaires humains, par exemple, en rendant accessibles des types cellulaires qui ne l’étaient pas auparavant 

chez l’Homme. Leur capacité de différenciation multiple en fait un support de choix pour des modèles 

nouvelles générations qui tendent à reproduire la complexité des systèmes entiers in vitro (tissus, 

organes…) tels que les modèles de culture en 3D. Par exemple, les organoïdes permettent de modéliser de 

plus en plus fidèlement la réalité biologique chez l’Homme (Rossi et al., 2018) avec notamment des progrès 

sur leur vascularisation (Yu, 2021). Des organoïdes ont été développés dans un grand nombre de domaines, 

notamment pour la modélisation de tumeurs solides (Xu et al., 2021), du foie (Lam et al., 2021), du cœur 

(Zhao et al., 2021), des poumons (Lu et al., 2021), du rein (Yousef Yengej et al., 2020), de l’intestin 

(Almeqdadi et al., 2019), mais aussi pour la modélisation du cerveau (Sidhaye and Knoblich, 2021). 

Sur l’ensemble de ces modèles biologiques, animaux, cellulaires 2D ou 3D, l’édition de génome permet de 

reproduire un contexte génétique physiologique ou physiopathologique essentiel. L’évolution des 

techniques s’est progressivement accélérée pour tendre vers des outils de plus en plus précis, spécifiques 

avec un développement facile et à moindre coûts. L’intérêt pour CRISPR/Cas9 a été grandissant et général 

et a rapidement permis une bonne compréhension du système et des mécanismes de réparation liés.  
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CRISPR/Cas9 : structure, action et optimisation 

Le guide ARN 

 Structure : dgARN et sgARN 
Dans la nature, Cas9 est guidée par un dual gARN (dgARN) formé entre le crRNA et le tracrRNA (Figure 

5A). Le tracrRNA permet les interactions avec Cas9 et les 20 nucléotides du « spacer » (crRNA) et lui 

confère sa spécificité (Jinek et al., 2012). La région « seed » correspond aux 12 derniers nucléotides du 

« spacer » et un appariement parfait dans cette région est essentiel à la fonctionnalité du complexe 

ribonucléoprotéine (RNP) (Pattanayak et al., 2013). Pour simplifier son utilisation, une « tetraloop » a été 

ajoutée (Figure 5B) pour former le « single gARN » (sgRNA) (Jinek et al., 2012). Cette « tetraloop » ainsi 

que sa longueur n’est donc pas essentielle à l’activité du guide et peut être modulée. Les deux formats sont 

utilisés pour l’édition de génome (Zhang et al., 2021).  

Lorsque le RNP détecte l’ADN cible le gARN prend alors une conformation en T (Figure 6) avec la « stem 

loop1 » comme élément central (Nishimasu et al., 2014).  

A. B. 

Figure 5: Schéma des deux types de guide ARN utilisés après reconnaissance de leur cible d’après Zhang et al., 2021. A. Structure du 
dgRNA après formation du duplex. B. Structure du sgRNA avec la tetraloop (en gris clair). 

Figure 6: Architecture du gRNA au sein du RNP lorsque celui-ci a détecté un ADN cible d'après Nishimasu et al., 2014. 
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 Ingénierie du gARN 
De nombreuses publications en édition de génome, modulation de la transcription ou imagerie ont démontré 

les multiples possibilités d’ingénierie de ce gRNA (Zhang et al., 2021). Il est donc possible de tronquer, ou 

étendre la séquence du gARN (Figure 7). En effet, le « spacer » peut être réduit à 17 bases par une 

suppression des bases en 5’ pour réduire les « off-target » (Dahlman et al., 2015; Kiani et al., 2015). 

L’utilisation de « spacer » de 14 ou 16 bases ne permet donc pas la coupure de l’ADN cible mais permet 

toutefois la reconnaissance de celui-ci et sa fixation (Kiani et al., 2015). Il est également possible de 

tronquer le 3’ du crRNA et le 5’ du tracrRNA mais la suppression des « stem loops » 2 et 3 influe sur la 

stabilité du complexe in vivo (Hsu et al., 2013). De plus, les modules « repeat » et « anti-repeat » sont vitaux 

pour la liaison à Cas9 et ne doivent pas être modifiés (Nishimasu et al., 2014) mais une extension au niveau 

de la « tetraloop » est possible et induit même une augmentation de l’édition sur cellules (Dang et al., 2015). 

Tran et al., ont inséré un aptamère MS2 au niveau de cette « tetraloop » et au niveau de la « stem loop 2 » 

afin d’apporter, via une fusion avec la « MS2 coat protein », des molécules impliquées dans les mécanismes 

de réparation médiés par homologie avec les séquences endogènes (Tran et al., 2019). De la même façon, 

Carlson-Stervermer et al., ont introduit un aptamère S1m (capable de fixer la streptavidine et de se lier à un 

ADN donneur biotinylé) au niveau de la « tetraloop », « stem loop 2 » et en 3’ du sgRNA avec une perte 

d’activité limitée (Carlson-Stevermer et al., 2017). 

La possibilité de remplacer certaines bases par des bases ADN, en particulier les 10 (Yin et al., 2018) ou 

19 premières dans le cas d’un haut contenu en GC (Kim et al., 2019) tout en maintenant une fonctionnalité 

normale confirme bien la flexibilité du guide ARN (Figure 8). Le remplacement de 22 bases en 3’ du 

crRNA induit même une augmentation de l’efficacité de coupure du RNP alors que la région « seed » est 

particulièrement sensible (Kartje et al., 2018). D’autres études ont également montré différentes 

conversions ARN en ADN avec plus ou moins d’effet sur l’activité du RNP in vitro et sur cellules, indiquant 

que la structure est finalement le point le plus essentiel pour la plupart des interactions avec Cas9 (Rueda 

et al., 2017; Yin et al., 2018; Kartje et al., 2018; O’Reilly et al., 2019; Kim et al., 2019). Toutefois, 

Figure 7: Ingénierie du gARN par suppression de séquence (panneau du haut) ou extension des structures de celui-ci (panneau du bas) 
d'après Zhang et al., 2021. 
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l’intégralité du crRNA et du tracrRNA ne peut pas être modifiée en ADN sous peine de perdre toute 

l’activité du système.  

La protéine Cas9 

  Structure et domaines fonctionnels 
Cas9 est une protéine d’environ 160KD (1368 acides aminés) avec une architecture bilobée répartie en sept 

domaines fonctionnels (Figure 9 d’après Zhu et al., 2019). Le lobe NUC comprend les domaines impliqués 

dans l’activité nucléase (RuvC, HNH, « protospacer adjacent motif (PAM)-interacting » (PI) ou C-terminal 

(CTD) domaine) et le lobe a-hélical REC comprend les domaines (REC1, REC2, REC3 et « bridge helix » 

(BH) riche en arginine (Arg)) impliqués dans les mécanismes de reconnaissance du gARN et assistent 

l’activation du domaine HNH. Les fonctions de l’ensemble des domaines de Cas9 sont répertoriées dans le  

Tableau 1Tableau 2. 

 

 

 

  

Figure 8: Schéma des possibilités de remplacement de bases ARN par des bases ADN d'après Zhang et al., 2021. Bases ARN modifiables en 
ADN notées en orange. 

Figure 9: Schéma de Cas9 seule (PDB 4CMP) et ses différents domaines fonctionnels.  

Arg 
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 Conformations 
Des conformations de Cas9 et son complexe RNP à différentes étapes de son activité (Figure 10) ont été 

décrites (Zuo and Liu, 2020). 

Apo Cas9 (Figure 10, PDB 4CMP) est sous forme libre, désordonnée et inactive (Jinek et al., 2014). Elle 

peut toutefois se fixer à une cible de façon non-spécifique et être détachée rapidement en présence de 

compétiteurs tels qu’un gARN ou de l’héparine (Sternberg et al., 2014). Elle subit un changement drastique 

de conformation après reconnaissance du gRNA (Jiang et al., 2015) pour former le complexe RNP (Figure 

10, PDB 4ZT0). Ce complexe RNP est capable d’interagir avec différentes cibles ADN :  

§ brin ADN cible seul (Figure 10, PDB 4OO8) pris en charge par le domaine nucléase HNH 

(Nishimasu et al., 2014).  

§ vérification du PAM (Figure 10, PDB 4UN3) se fait au niveau du domaine PI (Anders et 

al., 2014)  

§ ADN double brin conduit à un état de pré-clivage (Figure 10, 5F9R) par la prise en charge 

du brin non complémentaire au gARN par le domaine nucléase RuvC (Jiang et al., 2016).  

Tableau 2: Détails des domaines composant Cas9 avec leur fonctionnalité associée. 

Lobe Domaine Fonction 

 NUC RuvC 
 

coupe le brin non ciblé (Jinek et al., 2012) sous la dépendance de deux Mg2+ et 

interagit en particulier avec l’hétéroduplex gARN:ADN et les « stem loops » 2 et 

3 du gARN (Nishimasu et al., 2014). 

HNH 
 

HNH coupe le brin complémentaire au gARN (Jinek et al., 2012) sous la dépendance 
d’un Mg2+ (Nishimasu et al., 2014). L’état de SpCas9 est principalement déterminé 

par celui de son domaine HNH qui est à l’équilibre entre états actif et inactif 

(Sternberg et al., 2015). 

CTD ou 
PI 

placé en C terminal, il est fondamental pour l’activité nucléase de Cas9 et permet 
l’interaction avec le PAM sur le brin ADN non ciblé. Il interagit particulièrement 

avec le module « repeat » et les trois « stem loops » du gARN (Nishimasu et al., 

2014). 

REC BH ou 
Arg 

domaine très conservé et riche en arginines qui sert de pont entre les deux lobes et 

permet la reconnaissance de la région « seed » du « spacer » du gARN (Nishimasu 

et al., 2014). 

REC1 critique dans la reconnaissance du module Repeat:anti-repeat du gRNA par Cas9 et 

pour l’activité de clivage de Cas9 (Nishimasu et al., 2014).  

REC2 non nécessaire à la coupure, il bloque le domaine HNH dans sa forme inactive et 
doit subir un réarrangement pour permettre l’activation du domaine HNH (Zhu et 

al., 2019). 

 REC3 effecteur allostérique de l’activation du domaine nucléase HNH par reconnaissance 

de l’hétéroduplex ARN : ADN (Chen et al., 2017b). 
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Figure 10: Conformations de Cas9 répertoriées et associées à son activité de l’état libre à l’après coupure, inspiré de Zuo et Liu., 2020. 
Le gARN est indiqué en orange, le brin ADN cible en rouge, le brin ADN non cible en vert. Seule la partie 5’ du gRNA qui reconnaît la cible est 
montrée pour simplifier la figure, excepté pour le complexe RNP (4ZT0). Les petites sphères bleues représentent les atomes alpha-carbones des 

résidus actifs des domaines nucléases. Les réarrangements majeurs sont modélisés par de grandes flèches incurvées. Les domaines REC2 et HNH 
sont désordonnés (illustrés par un ovale transparent) par alternance dans les conformations après clivage (6O0Y) et produit (6O0X). 

Abbreviations: BH, bridge helix; PI, PAM-interacting domain; sgARN, guide ARN simple; ssADN, ADN simple brin ; dsADN, ADN double brin, 
MD, Molecular modeling and dynamics simulations. 
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La formation d’un hétéroduplex ADN génomique (ADNg):gARN appelé boucle R donne un état pseudo-

actif (Figure 10, PDB 5Y36) (Huai et al., 2017). Avant coupure, un équilibre entre l’état pseudo-actif et 

l’état actif est maintenu (Sternberg et al., 2015; Zuo et al., 2019). La coupure double brin (Figure 10) est 

irréversible, l’équilibre entre ces deux états est donc perdu et permet à tous les RNP à l’état pseudo-actif de 

passer à l’état actif. La conformation prise lors de la coupure est basée sur une simulation mathématique 

car cet état n’a jamais été capturé et est encore à confirmer (Zuo et al., 2019). Le RNP passe ensuite dans 

un état post clivage (Figure 10, PDB 6O0Y) puis dans un état de produit (Figure 10, PDB 6O0X) après 

avoir désordonné son domaine REC2 puis HNN respectivement (Zhu et al., 2019). 

Les changements de conformation du complexe RNP après liaison à sa cible sont assez légers en 

comparaison de la formation du complexe RNP, ce qui indique que le gARN est l’élément clé de la fonction 

du système (Jinek et al., 2014). L’affinité de Cas9 pour le gARN est d’environ 30pM  (Ma et al., 2015).  

Mécanisme d’action du RNP pour créer une DSB  
L’analyse structurelle et dynamique de ces conformations a permis de comprendre le mécanisme d’action 

complet de Cas9 (Jiang and Doudna, 2017) (Figure 11). En particulier, le processus de reconnaissance d’un 

ADN double brin a été bien décrit ainsi que la formation de la boucle R. Les étapes de coupure double brin 

et celles qui suivent ont été décrites plus récemment (Zhu et al., 2019; Zuo et al., 2019) et nécessitent encore 

un approfondissement pour comprendre tous les détails moléculaires impliqués.  

En présence d’un gARN, Cas9 forme un complexe RNP capable de reconnaître un ADN de façon 

spécifique. Pour cela, Cas9 crible l’ADN double brin à la recherche d’une séquence PAM (5’ NGG 3’). En 

cas d’absence du PAM, Cas9 se dissocie rapidement et continue sa recherche. Lorsqu’elle détecte la 

présence du PAM, Cas9 teste la complémentarité de la séquence « seed » du gARN puis du reste du 

« spacer » (Sternberg et al., 2014). Ce criblage induit donc une invasion du gARN par dénaturation locale 

au sein de l’ADN double brin formant ainsi un hétéroduplex ADN:ARN appelé boucle R. Cette boucle 

s’étend jusqu’au criblage entier du brin cible complémentaire au gARN. Une complémentarité parfaite est 

requise avec la séquence « seed » pour conduire à une coupure alors que certaines discordances sont 

tolérées sur le reste du « spacer » (Wu et al., 2014). Le brin cible (complémentaire du gARN) est coupé par 

le domaine HNH alors que le brin non ciblé est coupé par le domaine RuvC (Jinek et al., 2012) sous la 

dépendance du magnésium (Nishimasu et al., 2014). Après coupure, Cas9 reste fixée sur le produit de la 

coupure de façon temporaire (Sternberg et al., 2014).  

Une analyse cinétique détaillée de l’activité du complexe RNP a montré que la coupure sur les deux brins 

est un processus très rapide (4 à 5 s-1) et que l’étape limitante serait finalement la formation de la boucle R 

(1,6 s-1) (Gong et al., 2018). Cette dernière serait un procédé en deux étapes séquentielles avec tout d’abord 

un alignement du domaine HNH, puis du domaine RuvC qui conduirait à un clivage des deux domaines 

simultanément (Gong et al., 2018). Le domaine HNH montre une grande flexibilité suite à la coupure alors 
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que le brin non complémentaire au gARN est libéré du site actif de RuvC exposant ainsi le 3’ du brin non 

ciblé aux acides nucléiques et protéines  (Wang et al., 2021).  

Le complexe RNP est capable de cribler et couper des molécules d’ADN double brin très efficacement. Il 

est capable de faire de même avec un ADN simple brin de façon moins efficace malgré une affinité similaire 

du complexe RNP pour ces deux types de cibles (10nM pour l’ADN double brin et 10-60nM pour l’ADN 

simple brin cible) contrairement à un ADN simple brin non ciblé (>1000nM) (Ma et al., 2015; Sternberg et 

al., 2014). L’utilisation d’un oligodésoxynucléotide simple brin (ssODN) complémentaire contenant le 

PAM permet d’améliorer cette efficacité en créant une zone double brin autour du PAM (Sternberg et al., 

2014) et de fixer et couper des ARN simple brin (O’Connell et al., 2014). 

Des variants de Cas9 plus flexibles dans leur motif de reconnaissance à l’ADN ont été développés pour 

tendre vers une reconnaissance quasi sans PAM (Figure 12 d’après Collias and Beisel, 2021) afin de ne 

plus se restreindre au NGG. Ces variants incluent VQR, EQR, VRER, D1135E (Kleinstiver et al., 2015), 

VRQR (Kleinstiver et al., 2016), QQR1 (Anders et al., 2016), xCas9 (3.7) (Hu et al., 2018), SpCas9-NG 

Figure 11: Schéma du mécanisme d’action de Cas9 depuis la formation du complexe RNP jusqu’à la coupure simultanée des deux brins 
d’un ADN d’après Jiang et Doudna., 2017. La fente du domaine PI est indiquée en cercle pointillé. Le brin ARN blanc en pointillé 

correspond aux nucléotides non ordonnés du « spacer » qui ne font pas partie de la séquence « seed ». 
Abréviations : bp, paire de bases ; NUC, lobe nucléase ; PAM, protospacer adjacent motif ; REC, lobe de reconnaissance ; sgARN, guide 

ARN simple. 
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(Nishimasu et al., 2018), SpG, SpRY (Walton et al., 2020), SpCas9-NRRH, SpCas9-NRTH, SpCas9-

NCRH (Miller et al., 2020).  

Voies de réparation de DSB 
La génération d’une DSB permet d’enclencher et d’utiliser les systèmes de réparation de cassures ADN 

endogènes afin de réaliser des modifications génétiques ciblées. Les mécanismes de ces voies sont assez 

bien compris mais ne sont pas encore totalement maîtrisés (Figure 13 d’après Xue and Greene, 2021), 

notamment pour réparer une DSB créée par une nucléase spécifique de gènes. Néanmoins, certains leviers 

ont été identifiés pour orienter la réparation vers des voies choisies. Différentes stratégies d’ingénierie du 

gARN ou de Cas9 (Chenouard et al., 2021a) ou de traitements par petites molécules (Bischoff et al., 2020) 

ont été décrites. Sur cellules, notamment des hiPSC, un choc thermique ainsi que des traitements par de 

petites molécules pour synchroniser la progression dans le cycle cellulaire et moduler les voies de réparation 

ont permis d’améliorer l’efficacité des KI (Maurissen and Woltjen, 2020). 

Le « classical non-homologous end joining » (cNHEJ) est la voie la plus utilisée par la cellule (Figure 

13A). En effet, elle ne nécessite aucune homologie avec une matrice de réparation, ce qui la rend accessible 

à toutes les étapes du cycle cellulaire. Après DSB, les extrémités libres franches ne doivent pas ou très peu 

être réséquées pour permettre la fixation de l’hétérodimère Ku70-Ku80 puis de la « DNA-dependent protein 

kinase catalytic subunit » (Meek et al., 2008). Ainsi, le complexe ligase IV-XRCC4-XLF4 sera recruté et 

va pouvoir réparer en fixant les deux extrémités entre elles (Costantini et al., 2007). Souvent, les extrémités 

générées par la DSB ne sont pas complémentaires ou contiennent des nucléotides modifiés, ce qui entraîne 

la nécessité de l’intervention de diverses nucléases (Artemis, aprataxin, APLF…) et polymérases (λ et μ) 

pour créer les extrémités nécessaires à l’action de la ligase 4 (Menon and Povirk, 2016). Ainsi, le cNHEJ 

génère typiquement des courtes insertions ou délétions de nucléotides (indels). Il est utilisé pour créer des 

modèles knockout (KO) c’est pourquoi il est considéré comme une voie de réparation mutagène. 

Figure 12: Mutants et résidus mutés de Cas9 pour rendre le PAM plus flexible d’après Collias and Beisel, 2021. 
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Les autres voies de réparation majeures du DSB, c’est-à-dire « microhomology-mediated end joining » 

(MMEJ), « single-strand annealing » (SSA) et « homologous recombination » (HR) peuvent toutes utiliser 

une matrice de réparation qui contient des homologies avec la séquence à réparer, c’est pourquoi elles ne 

sont mises en jeu que lors de la phase S/G2 du cycle cellulaire, lorsque la chromatide sœur est disponible 

(Arnoult et al., 2017). Elles permettent la génération de modèles knockin (KI) à partir d’un ADN donneur 

contenant des bras d’homologie avec la séquence ciblée de part et d’autre de l’insert.  

La première étape de résection des extrémités 5’ générées par cette cassure est commune à ces voies 

médiées par l’homologie (Figure 13B). Cette première étape consiste tout d’abord en le recrutement du 

complexe MRE11-RAD50-NBS1 sur le site de coupure (Syed and Tainer, 2018). CtIP phosphorylé est 

ensuite recruté pour activer MRE11 qui va cliver le brin dont l’extrémité 5’ est à proximité du DSB afin de 

passer outre les facteurs fixés aux extrémités du DSB (notamment Ku pour inhiber le cNHEJ). Ce brin 

coupé sera dégradé par l’activité exonucléase 3’ vers 5’de MRE11 créant ainsi une courte extrémité 3’ 

débordante (de quelques bases à quelques centaines de bases) (Myler et al., 2017). La phosphorylation de 

CtIP est dépendante du cycle cellulaire, c’est donc un mécanisme clé de restriction de ces voies de 

réparation aux phases S/G2 (Batenburg et al., 2019).  

Sans autre traitement de ces extrémités, celles-ci sont réparées par MMEJ (Figure 13C) (Seol et al., 2018). 

Pour cela, ces extrémités sont réalignées sur 1 à 25 bases homologues présentes près du site de coupure qui 

peuvent provenir de l’autre extrémité ou d’une matrice externe simple brin. Les séquences simple brin 

volantes sont éliminées, les trous dans la séquence complétés par l’ADN polymérase ϴ (Kent et al., 2015) 

et finalement les deux extrémités sont jointes par les ADN ligases I et III (Liang et al., 2008). Ces 

mécanismes génèrent également des indels ou des KI si un ADN donneur externe est utilisé comme matrice 

de réparation. Les mécanismes précis du MMEJ ne sont pas encore complètement résolus et nécessitent 

d’autres études. 

La deuxième étape de résection permet une dégradation, cette fois-ci 5’ vers 3’, qui va élargir les extrémités 

3’ débordantes (plusieurs kilobases) (Figure 13D). EXO1 permet la dégradation d’ADN double brin alors 

que DNA2 dégrade uniquement de l’ADN simple brin et requiert donc l’aide d’une hélicase (BLM ou 

WRN) (Nimonkar et al., 2011). Ces longues extrémités débordantes peuvent ainsi être recouvertes par RPA 

pour éviter leur dégradation et la formation de structures secondaires. 

Lorsque cette DSB est réparée par SSA, RAD52 se fixe sur les longues extrémités débordantes générées 

afin de faciliter l’hybridation avec une séquence homologue endogène ou exogène d’au moins 20 bases 

(Figure 13E) (Bhargava et al., 2016). Ce réalignement génère des extrémités volantes qui sont éliminées 

par XPF-ERCC1 comme pour le MMEJ et génère cette fois de plus longues indels (Al-Minawi et al., 2008). 

Les polymérases et ligases impliquées dans ce mécanisme ne sont pas encore bien identifiées. 
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Figure 13: Mécanismes généraux des quatre voies principales de réparation d'une cassure double brin (DSB) d'après Xue and Greene, 2021. 
A. Les extrémités non traitées sont réparées par « classic non homologous end joining » (cNHEJ) par ligation des deux extrémités. B. Les 
extrémités sont réséquées sur une courte distance par le complexe MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) et d’autres facteurs pour créer des extrémités 
3’ débordantes. C. Sans autre traitement, la réparation par « microhomology end joing » (MMEJ) sera réalisée. D. Une seconde étape de 
résection plus large médiée par EXO1 ou BLM/DN2 a lieu et est suivie d’un recouvrement de cette extrémité débordante simple brin par RPA. 
E. L’action de RAD52 induit la voie de réparation « single-strand annealing » (SSA). F. L’assemblage d’un filament RAD51 sur ce complexe 
ADN simple brin-RPA induit la réparation par G.  « homologous recombination » (HR). ssDNA, single-stranded DNA; dsDNA, double-
stranded DNA; SDSA, synthesis-dependant DNA strand annealing; dHJ, double Holliday junction 
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Pour induire la HR, RPA est remplacé par RAD51 sous forme de longs filaments (Figure 13F). RAD51 

permet ainsi l’hybridation de cette longue extrémité simple brin avec un ADN comportant une forte 

homologie (plusieurs centaines de bases), c’est-à-dire la chromatide sœur ou une longue matrice ADN 

exogène (Godin et al., 2016). L’invasion de cette extrémité 3’ débordante marquée par RAD51 permet 

d’initier la synthèse ADN. Plusieurs mécanismes permettent de résoudre cette structure, le « synthesis-

dependant DNA strand annealing » à partir d’une matrice simple ou double brin lorsque l’invasion est sur 

une seule extrémité et le « double Holliday junction » lorsque l’invasion est réalisée par les deux extrémités 

(Wright et al., 2018) (Figure 13G). 

En fonction du type de modèle souhaité, une voie particulière est ciblée, notamment en adaptant la taille 

des bras d’homologie. La structure de l’ADN donneur qui servira de matrice de réparation est donc très 

importante pour la génération de modèles KI de façon efficace. La compréhension des mécanismes de 

réparation est donc essentielle et nécessite encore des études approfondies. Toutefois, notre équipe et 

d’autres, ont tenté d’orienter la réparation de DSB en apportant au site de coupure des molécules clés de 

ces voies de réparation, notamment CtIP et Exo1 par ingénierie de Cas9 (Charpentier et al., 2018; Tran et 

al., 2019) ou du gARN (Nakade et al., 2018; Tran et al., 2019). La présence de Cas9 a également été 

restreinte à la phase S/G2 du cycle cellulaire par fusion avec Geminin afin d’induire une dégradation lors 

de la phase M et G1 (Charpentier et al., 2018; Gutschner et al., 2016; Lomova et al., 2019).  

Aspects importants pour un projet d’édition de génome efficace et spécifique 
Chacun des composants du système peut être produit de différentes manières et apporté sous différents 

formats qui vont influencer l’édition de génome. Il est donc important de faire les bons choix pour une 

édition de génome efficace et à moindre coût.  

Des évènements non attendus peuvent accompagner une édition efficace, il est donc également important 

de les minimiser et de les détecter le cas échéant (Burgio and Teboul, 2020). Dans le cas de modèles 

animaux, les évènements involontaires éventuels ayant lieu sur un autre chromosome que celui de la DSB 

seront ségrégés au cours des croisements et ne poseront donc pas de problèmes à long terme. Dans le cas 

d’évènements sur le même chromosome ou pour le cas des modèles cellulaires, ces évènements ne pourront 

pas être ségrégés, une attention particulière doit donc être portée à ces aspects lors de la conception des 

outils d’édition de génome pour un modèle particulier. Par exemple, la fréquence des larges délétions serait 

dépendante du type cellulaire édité et serait particulièrement faible sur les hiPSC (Wen et al., 2021). Il est 

donc nécessaire de définir des conditions optimales d’utilisation de ce système pour minimiser ces 

dommages collatéraux tout en maintenant une efficacité suffisante. 

 Cas9 
Cas9 peut être apporté sous forme de plasmide, mARN ou protéine. Le plasmide permettra une expression 

de Cas9 plus longue mais une coupure retardée puisque celle-ci devra être exprimée in vivo (Figure 14 
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d’après Kim et al., 2014). A l’inverse, Cas9 protéine induira une coupure in vivo immédiate et qui sera 

maximale dès 24h avec une disparition rapide de la protéine. Notre équipe et d’autres ont également montré 

que la pré-formation du complexe RNP in vitro, et donc l’apport de Cas9 sous forme de protéine, était plus 

efficace que l’apport de Cas9 sous forme mARN in vivo sur embryons de souris et de rats (Kim et al., 2014; 

Ménoret et al., 2015). Une présence courte de Cas9 permet d’éviter les multiples coupures et les éventuelles 

coupures sur des locus non ciblés (« off-target »). L’utilisation d’un plasmide d’expression de Cas9 ou 

d’une lignée exprimant Cas9 de façon constitutive n’est donc pas idéale pour une édition maîtrisée. 

Des animaux mosaïques, présentant au moins deux génotypes différents au sein du même individu, sont 

très fréquemment observés après édition de génome par CRISPR/Cas9 (Mehravar et al., 2019). Ce 

phénomène peut être expliqué par une édition tardive de Cas9 au cours du développement embryonnaire, 

engendrant des mutations  différentes au sein des cellules d’un même embryon (Doi et al., 2021). Il a 

également été montré que la présence de Cas9 sur l’ADNg d’une cellule pouvait impacter la progression 

de la fourche de réplication et engendrer des instabilités génomiques. En parallèle, des micronoyaux et 

ponts entre chromosomes ont été observés sur embryons de souris après édition par CRISPR/Cas9 

(Papathanasiou et al., 2021). De plus, lorsque l’édition a lieu sur des cellules somatiques, la transmission 

de l’allèle d’intérêt à la descendance n’aura pas lieu, la génération d’une lignée génétiquement modifiée est 

donc impossible dans ce cas. Ces phénomènes sont donc un enjeu important pour la génération de modèles 

animaux et, du fait de la complexité du génotypage de ces animaux, oblige à des croisements pour choisir 

le fondateur idéal. Il est donc important que Cas9 agisse dès le stade 1-cellule pour limiter les évènements 

indésirables. Le mosaïsme peut être limité par différentes approches (Mehravar et al., 2019), par exemple 

une diminution de la demi-vie de Cas9 (Tu et al., 2017) ou, dans le cas d’une fertilisation in vitro, par une 

synchronisation des embryons pour édition au moment opportun (Hashimoto et al., 2016). Toutefois, la 

génération d’animaux mosaïques peut permettre l’étude de gènes essentiels dont le KO serait létal, ainsi 

que la comparaison de cellules normales ou mutées au sein d’un même tissu (Zhong et al., 2015). 

Figure 14: Comparaison de la coupure et de la présence de Cas9 au cours du temps lorsqu’elle est apportée sous forme de plasmide ou de 
complexe RNP pré-formé in vitro d’après Kim et al. 2014. A. Coupure évaluée au cours du temps par T7E1 après édition de cellules K562 

ciblant le gène CCR5. B. Présence de Cas9 détectée par western blot au cours du temps. 

A. B. 
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Les connaissances accumulées sur les domaines fonctionnels de Cas9 ainsi que leurs mécanismes d’action, 

ont permis son ingénierie afin de limiter les éventuels effets involontaires. En particulier, l’utilisation d’une 

seule Cas9 nickase (Cullot et al., 2019) ou l’utilisation du « base editing » (Song et al., 2020) semblerait 

limiter les très grandes délétions. Des variants plus spécifiques ont également été développés pour limiter 

les « off-target » dont eSpCas9 (Slaymaker et al., 2016), SpCas9-HF1 (Kleinstiver et al., 2016), HypaCas9 

(Chen et al., 2017b), evoCas9 (Casini et al., 2018), xCas9 3.7 (Hu et al., 2018), Sniper-Cas9 (Lee et al., 

2018), SpCas92Pro(Babu et al., 2019) (Figure 15 d’après Zuo and Liu, 2020). 

 

 gARN 
Les sgARN peuvent être transcrits in vitro (IVT) facilement et rapidement, c’est pourquoi ils ont longtemps 

été produits de cette façon. Toutefois, la démonstration de leur potentiel immunogène (Kim et al., 2018b) 

ainsi que la possibilité de produire des gARN synthétiques portant différents types de modifications 

chimiques évitant ce phénomène ainsi que leur dégradation (Allen et al., 2021), a rendu l’utilisation des 

gARN synthétiques de plus en plus fréquente. Ces gARN sont disponibles commercialement sous forme 

de sgARN ou dgARN et les études comparatives montrent des efficacités similaires (Shapiro et al., 2020; 

Terao et al., 2016). Néanmoins, les dgARN sont plus économiques car le tracrARN est utilisable pour 

l’ensemble des projets et celui-ci peut être marqué par un fluorophore, contrairement au sgRNA qui doit 

être repensé pour chaque projet et est difficile à produire sous forme marquée du fait de sa longueur. 

L’utilisation du dgARN permet donc de réduire les coûts. De plus, la société Integrated DNA Technologies 

(IDT), experte en synthèse d’acides nucléiques et qui commercialise également Cas9 protéine, a optimisé 

les séquences et modifications chimiques de son dgARN pour une efficacité maximisée. Ces séquences 

Figure 15: Détail des mutations générées sur Cas9 pour améliorer sa spécificité d'après Zuo et Liu, 2020. 
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sont détaillées dans la Figure 16 et ont été réduites à 36 bases pour le crRNA et 67 bases pour le tracrRNA 

(Jacobi et al., 2017). 

Au début de l’utilisation de CRISPR/Cas9 pour l’édition de génome, des effets « off-target » avaient été 

mis en évidence (Fu et al., 2013). Depuis, de nombreuses études ont permis de comprendre l’implication 

de la conception du gARN dans ces effets et de développer des outils informatiques de conception plus 

performants (Wang et al., 2020a). En utilisant ces outils, il est possible de concevoir des gARN efficaces 

et spécifiques. Les effets-off sont maintenant considérés comme rares.  

 ADN donneur 
L’ADN donneur peut être apporté sous différents formats. Lorsque l’insertion d’une courte séquence est 

suffisante, un ssODN est utilisé. Pour des insertions plus longues, il est possible d’utiliser des longs ADN 

simple brin (lsADN), des ADN double brin linéarisés (dsADN) ou des plasmides. La protection des 

extrémités de ces ADN donneurs par modifications chimiques a montré une augmentation de l’efficacité 

de KI (Liang et al., 2017b; Renaud et al., 2016; Yu et al., 2020) et est utilisée en routine par de nombreuses 

équipes. Les lsADN, actuellement disponibles jusqu’à 8 Kb, ont émergé comme une solution intéressante 

pour améliorer l’efficacité de KI (Miura et al., 2015; Miyasaka et al., 2018) mais leur production est limitée 

par des rendements très faibles et par la création de mutations suite aux techniques de purification utilisées 

(Codner et al., 2018). En parallèle, une étude a également montré que l’utilisation d’un ADN double brin 

linéarisé avec extrémités 3’ sortantes augmenterait également cette efficacité (Hirotsune et al., 2020; Liang 

et al., 2017b) et est concordante avec le processus de résection qui précède les mécanismes de réparation 

de DSB médiés par l’homologie. Il est également possible d’utiliser un plasmide et induire la linéarisation 

de la matrice de réparation en flanquant cette séquence par des sites reconnus par un RNP afin de 

synchroniser la disponibilité du donneur avec la DSB et créer des extrémités compatibles (Aida et al., 2016; 

Yao et al., 2017; Zhang et al., 2017). 

 Locus ciblé 
La variabilité génétique des cellules ou embryons à l’origine d’un modèle peut être très riche et mal connue. 

C’est pourquoi il est nécessaire d’étudier la séquence du locus d’intérêt avant tout projet d’édition de 

Figure 16: Séquence optimale du crRNA (36 bases) et du tracrRNA (67 bases) d’après Jacobi et al., 2017.  
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génome. En effet, certains variants non référencés peuvent être détectés et empêcher la reconnaissance par 

le gARN. Certains locus peuvent également présenter de fortes homologies avec d’autres séquences du 

génome ciblé (famille de gènes, pseudogènes…) et entraîneront des DSB en dehors du locus ciblé et donc 

des problèmes de spécificité. 

L’état de la chromatine au niveau du locus ciblé est également une information importante pour une édition 

efficace car il définit l’accessibilité du locus pour Cas9. Toutefois, celui-ci peut varier au cours du temps et 

en fonction des cellules. En effet, une forte compaction au sein des nucléosomes limite la fixation de Cas9 

au site de coupure et donc son activité (Horlbeck et al., 2016) alors que le processus de « nucleosome 

breathing » ou de son remodelage peut restaurer cette activité localement (Isaac et al., 2016). Afin de 

remédier à ce problème, il est possible d’utiliser des complexes RNP contenant une Cas9 inactive qui va 

cibler des zones adjacentes au site de DSB souhaité par le RNP actif (Chen et al., 2017a). Il est également 

possible de fusionner Cas9 à des peptides capables de moduler l’état de la chromatine (Ding et al., 2019). 

Ces aspects nécessitent encore des études approfondies, notamment in vivo pour mieux en comprendre les 

mécanismes et pouvoir les contourner. 

Il a également été montré que certains facteurs endogènes présents sur l’ADN cible peuvent empêcher la 

coupure et que ces zones peuvent être identifiées pour éviter la sélection d’un gARN ciblant celles-ci 

(Thyme et al., 2016). 

 Génotypage et détection des évènements involontaires 
Les animaux F0 mis en présence de CRISPR/Cas9 présentent des génotypes variés et complexes. Ils 

peuvent être homozygotes non édités (aucun allèle muté), hétérozygotes (un allèle non édité et un allèle 

muté ou KI), trans-hétérozygotes mutants (deux allèles mutants portant des mutations différentes qui 

peuvent inclure un KI), homozygotes mutants ou KI (deux allèles mutants identiques ou KI) ou mosaïques 

(plus de deux allèles mutés différentes dans un même individu qui peuvent inclure un allèle KI le cas 

échéant). Les cellules éditées par CRISPR/Cas9 présentent les mêmes profiles que les animaux F0 mais ne 

peuvent pas être mosaïques, toutefois, des colonies peuvent être mosaïques si issues d’au moins deux clones 

différents (Mianné et al., 2020). Pour la génération de KO, seuls les individus portant des mutations 

induisant un décalage du cadre de lecture seront sélectionnés.  

Diverses techniques ont été développées pour caractériser ces évènements en fonction du type d’édition 

réalisé (Mianné et al., 2017, 2020). Par exemple notre équipe a développé une technique basée sur la 

détection des hétéroduplexes spécifiques d’un génotype sur électrophorèse capillaire (Chenouard et al., 

2016a). La plupart de ces techniques requièrent une amplification par PCR du locus ciblé par 

CRISPR/Cas9. La caractérisation précise est réalisée par séquençage Sanger et des outils tels que TIDER 

facilitent la lecture des traces complexes (Brinkman et al., 2014). Toutefois, cette analyse ne permet pas 

toujours de déterminer quels allèles portent les mutations observées. Par exemple, un allèle muté couplé à 
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un KI ne pourra pas toujours être discriminé d’un individu hétérozygote portant à la fois un allèle muté et 

un allèle KI. Pour cela, la méthode de référence actuelle est le sous-clonage mais cette technique est longue 

et fastidieuse. Des techniques de séquençages nouvelle génération (NGS) ciblées ont été développées pour 

une analyse plus précise mais sont basées sur de courts amplicons qui nécessitent une reconstruction 

bioinformatique du génotype observé par rapport aux bases de données (Germini et al., 2018). Du fait de 

la taille de ces amplicons, certains évènements peuvent être difficiles à identifier, c’est pourquoi des 

techniques de 3ème génération basées sur des amplicons plus larges sont en cours de développement 

(McCabe et al., 2019). Toutefois, ces techniques de 2ème et 3ème génération sont coûteuses et requièrent des 

analyses bio-informatiques complexes à mettre en place. 

La génotoxicité de CRISPR peut induire une dérégulation de l’environnement de la chromatine ou de 

l’organisation 3D du génome et donc impacter sa stabilité ainsi que l’expression de certains gènes. L’impact 

sur la génération de modèles génétiquement modifiés peut être important si ces évènements involontaires 

ne sont pas caractérisés et pris en compte dans l’analyse phénotypique. La détection de ces évènements est 

donc essentielle au développement de modèles de qualité.  

A l’heure actuelle, aucune technique ne permet de vérifier l’ensemble de ces évènements non souhaités, 

mais différentes approches permettent d’analyser des aspects particuliers (Burgio and Teboul, 2020; Chen 

et al., 2020). La vérification du nombre de copies du locus ciblé et celui des zones adjacentes par PCR 

quantitative est facile à mettre en place et devrait être utilisée en routine. Les autres techniques sont plus 

coûteuses et certaines assez fastidieuses (digital droplet PCR, NGS, Southern blot, FISH), il est donc 

essentiel à l’avenir de développer de nouveaux outils plus accessibles. La technique de « targeted locus 

amplification » couplée au NGS est une des techniques les plus complètes à l’heure actuelle car elle permet 

à la fois de détecter la localisation de l’édition et de vérifier cette édition à la base près  (Hottentot et al., 

2017). Toutefois, son prix reste prohibitif pour un grand nombre de laboratoires. 

Ces dommages collatéraux sont plus fréquemment détectés avec CRISPR/Cas9 que TALENs, c’est 

pourquoi ces dernières sont plus avantageuses à l’heure actuelle en clinique (Bhardwaj and Nain, 2021). 

Toutefois, pour la génération de modèles, CRISPR/Cas9 est un outil nettement plus accessible par sa facilité 

de conception et son faible coût, c’est pourquoi il est rapidement devenu l’outil majoritaire. 

Conclusion et perspectives 
La généralisation de CRISPR/Cas9 en moins de 10 ans dans différents domaines et en particulier l’édition 

de génome a permis de rapidement en comprendre les aspects et mécanismes clés. Son développement a 

largement été accéléré par les connaissances acquises grâce aux nucléases spécifiques de gènes 

précédemment développées. Les mécanismes de réparation des DSB sont notamment de plus en plus 

maîtrisés. Dans l’ensemble, la maîtrise complète de ces voies de réparation et de cet outil permettra un 
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développement de modèles plus efficace et de meilleur qualité avec des impacts importants dans d’autres 

domaines d’application, notamment la thérapie génique (Cullot et al., 2019; Teboul et al., 2020). 

Création de modèles génétiquement modifiés par CRISPR/Cas9 

Grâce aux outils d’édition de génome il est possible de créer une grande variété de modèles (Figure 17 

d’après (Chenouard et al., 2021a) qui sont décrits ci-dessous. 

 

Figure 17: Stratégies pour créer des modèles génétiquement modifiés en fonction des applications. A. Le complexe RNP peut être utilisé seul 
pour générer des KO ou par paire pour créer des réarrangements chromosomiques. B. Un ssODN permet d’insérer de courtes séquences, 

par exemple une mutation ou un tag dans le cadre de lecture du gène d’intérêt. C. Un long ADN donneur est utilisé lorsque l’insertion d’une 
large séquence est requise, par exemple une cassette d’expression complète, un gène rapporteur ou un système conditionnel. Cette insertion 

peut être réalisée sur un gène endogène ou au sein d’un locus permissif. Figure créée avec BioRender. SNP, single nucleotide 
polymorphism; RNP, ribonucleoprotein complex; 2A, self-cleaving peptide; KO, knockout; indels, insertion or deletion; Cre, Cre 
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 Modèles KO 
Les modèles KO permettent d’éteindre l’expression d’un gène afin d’étudier sa fonction ou reproduire une 

maladie pour laquelle ce gène n’est plus exprimé suite à une mutation pathologique. En utilisant le 

complexe RNP seul, il est possible d’induire des indels qui, lorsqu’ils ne sont pas multiples de trois, 

génèrent un décalage du cadre de lecture et donc un codon de terminaison prématuré. Si celui-ci intervient 

suffisamment tôt sur le gène d’intérêt, l’ARN messager sera dégradé et aucune protéine ne sera traduite. Il 

existe toutefois des mécanismes d’échappement qui ne sont pas encore bien maîtrisés (Dyle et al., 2020). 

Une alternative peu commune est de cibler le promoteur du gène d’intérêt, ce qui peut mener à un phénotype 

plus sévère (El-Brolosy et al., 2019). Il est également possible de créer une ou plusieurs mutations induisant 

un codon de terminaison prématuré par « Base Editing » ou « Prime Editing ».  

 Réarrangements chromosomiques 
Des réarrangements chromosomiques tels que des délétions de larges fragments, inversions, duplications, 

translocations peuvent être à l’origine de certaines maladies humaines. Afin de les modéliser, l’utilisation 

de deux gARN est nécessaire (Birling et al., 2017). Lorsque les deux DSB ont lieu sur le même 

chromosome, elles peuvent générer des larges délétions entre celles-ci ou bien des inversions du fragment 

excisé puis réinséré. Cette coupure peut également avoir lieu sur deux chromosomes homologues et générer 

une délétion sur l’un et une duplication sur le second. Dans le cas de deux chromosomes non homologues 

des phénomènes de translocation sont observés. 

 Modèles de variants génétiques 
L’utilisation de CRISPR/Cas9 avec un ssODN permet d’introduire une mutation précise au niveau du locus 

ciblé et ainsi de mieux comprendre le rôle pathologique ou non de variants génétiques ou tout simplement 

mimer une maladie génétique connue. Le « Prime Editing » peut également être utilisé mais le « Base 

Editing » est particulièrement approprié pour cette situation, en particulier si la mutation est éloignée du 

PAM ou si plusieurs mutations sont requises. 

Depuis le lancement du projet de séquençage du génome humain dans la fin des années 80 les progrès 

techniques et fondamentaux en génomique humaine sont phénoménaux (Claussnitzer et al., 2020). Ils ont 

permis, en particulier, la découverte de nombreux variants génétiques et le développement de nombreuses 

ressources bio-informatiques qui facilitent aujourd’hui leur modélisation sur animaux ou cellules. 

Toutefois, la fonction de ces variants génétiques reste encore à déterminer pour un grand nombre d’entre 

eux. Pour cela, la comparaison des phénotypes entre lignées isogéniques est primordiale pour pouvoir 

associer la mutation étudiée à la pathologie en s’affranchissant du patrimoine génétique des cellules 

d’origine. Une édition de génome spécifique et précise est donc requise pour ce type de modélisation qui 

est particulièrement utilisée sur hiPSC (Figure 18 d’après Guo et al., 2021). L’amélioration de ces outils 

est donc essentielle pour faciliter la génération de mutations d’intérêt ou de les corriger.  
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 Surexpression d’un gène d’intérêt 
Pour étudier un gène, il est possible de l’insérer avec son promoteur ou un promoteur ubiquitaire dans un 

modèle d’intérêt à l’aide d’un long ADN donneur (Figure 17). Des zones permissives dans le génome ont 

été décrites (Rosa26 et Hprt) et permettent l’insertion de ces séquences sans effet de position (Thom 

Saunders, 2020). Par exemple, l’insertion d’un gène humain permet l’humanisation du modèle animal 

d’intérêt.  

 Modèles conditionnels 
Les systèmes de recombinases site-spécifiques tels que Cre/lox sont très utilisés pour créer des modèles 

conditionnels. Ils requièrent la génération de deux lignées à l’aide d’un long ADN donneur, l’une exprimant 

la Cre recombinase et l’autre contenant le locus d’intérêt flanqué de sites loxP (Figure 19A d’après Kim et 

Figure 18: Stratégies permettant d'étudier le rôle inconnu d'un variant génétique (VUS), exemple des modèles hiPSC cardiovasculaires 
d’après Guo et al. 2021. A. Identification d’un VUS dans la population humaine. B. Génération de lignées hiPSC isogéniques par 

CRISPR/Cas9. C. Cas des mutations monogéniques, oligogéniques ou polygéniques et stratégies CRISPR adaptées. Le triangle jaune 
représente l’impact de facteurs l’environnement sur les maladies cardiovasculaires. Chaque cercle jaune représente une mutation et sa 

taille indique son impact sur les maladies cardiovasculaires. La flèche verte indique la direction future des modèles hiPSC 
génétiquement modifiés. VUS, variant of uncertain significance; CMs, cardiomyocytes, ECs, endothelial cells; CFBs, cardiac 

fibroblasts; VSMCs, vascular smooth muscle cells. 

A. 

B. 

C. 



Page 43 sur 162 

 

al., 2018a). Après croisement des deux lignées, la Cre se fixe sur les sites loxP pour exciser la zone flanquée 

(Figure 19B d’après Kim et al., 2018a). Cette excision peut être maîtrisée de façon spatiotemporelle par 

l’expression de la Cre recombinase sous le contrôle promoteur tissu ou cellule spécifique et/ou l’utilisation 

d’un système inductible. Le récepteur aux œstrogènes (ER) ou son amélioration ER2 est le système 

principalement utilisé et sa translocation au noyau est inductible par l’ajout de tamoxifène (Figure 19C 

d’après Kim et al., 2018a). Il est très utile mais également très sensible, il nécessite donc un maintien de la 

lignée sous forme hétérozygote et une analyse complète pour limiter les fuites et effets secondaires (Song 

and Palmiter, 2018). 

D’autres systèmes dépendant de la tétracycline (Tet) sont également utilisés et requièrent également deux 

lignées (Figure 19D et E d’après Kim et al., 2018a). La première portera le « tetracycline responsive 

element » (TRE), afin de réguler l’expression du gène d’intérêt qui peut être une Cre recombinase. L’autre 

lignée, dépendra du type de système activateur « Tet-on » ou represseur « Tet-off ». Dans le cas d’un 

système Tet-on, cette deuxième lignée exprime le « reverse tetracycline-controlled transactivator » (rtTA) 

qui ne peut activer le TRE qu’en présence de Tet ou de doxycycline (Dox), un dérivé de Tet moins coûteux 

et donc plus fréquemment utilisé (Figure 19D d’après Kim et al., 2018a). A l’inverse, dans le cas d’un 

système Tet-off, cette deuxième lignée va exprimer un « tetracycline-controlled transactivator » (tTA) qui 

va naturellement activer l’expression du gène d’intérêt (Figure 19E d’après Kim et al., 2018a). L’inhibition 

de cette expression pourra être induite par la présence de Tet ou Dox.  

 Modèles rapporteurs 
Les modèles rapporteurs peuvent être créés par l’insertion d’un tag (court ADN donneur) dans le cadre de 

lecture du gène d’intérêt ou par le remplacement d’un codon stop par un peptide auto-clivant (T2A, P2A…) 

suivi d’un gène rapporteur (LacZ, EGFP…). Ces modèles permettent une visualisation facilitée de cellules 

particulières dans un modèle complexe, par exemple pour les localiser dans un organisme entier mais 

également un traçage d’une lignée cellulaire particulière (Shaikh et al., 2020). Des gènes rapporteurs 

peuvent être combinés à des système conditionnels pour la création de modèles d’autant plus complexes, 

par exemple dans le cas de traçage de lignées (Liu et al., 2020a) ou de modèles « brainbow » (Richier and 

Salecker, 2015). 
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Conclusion et perspectives 
Le développement d’outils d’édition de génome performants, faciles à concevoir et à faibles coûts facilite 

grandement le développement de modèles génétiquement modifiés. Aujourd’hui, il est possible 

théoriquement de modéliser l’ensemble des situations physiologiques ou pathologiques rencontrées. Il est 

également possible de développer des outils d’étude de gènes et/ou de tissus ou populations cellulaires 

d’intérêt très performants. Toutefois, l’efficacité de génération de ces modèles tend à décroître avec leur 

complexité et les résultats d’édition de génome ne sont pas toujours ceux espérés.  

D. 

Figure 19: Mécanisme d’action des systèmes Cre/lox, Tet-on et Tet-off d’après Kim et al. 2018a. A. Schéma du fonctionnement général du 
système Cre/lox et croisement des lignées Cre/lox. B. Résultat du croisement des deux lignées. C. Mécanisme précis d’action du système 

CreER. Fonctionnement du système D. Tet-on et E. Tet-off. 

A.  

C. 

B. 

E. 
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Enjeux actuels de l’édition de génome par CRISPR/Cas 

A l’heure actuelle il y a plusieurs enjeux majeurs à l’édition de génome par CRISPR/Cas9. La plupart sont 

communs aux modélisations cellulaire et animale, mais certains sont plus spécifiques à un modèle que 

l’autre. Ces enjeux et spécificités sont décrits ci-dessous (Tableau 3). 

Tableau 3: Enjeux de l'édition de génome par CRISPR/Cas9 selon le type de modèle. 

 

L’enjeu partagé par tous les modèles génétiquement modifiés par CRISPR/Cas9 est l’amélioration de 

l’efficacité de leur génération afin d’en réduire le temps de développement et les coûts. En particulier chez 

l’animal, la réduction du nombre d’animaux est un point essentiel. Les modèles complexes qui visent à 

l’insertion de longues séquences ADN ou multiples séquences (modèles conditionnels, rapporteurs, 

surexpression…) présentent une efficacité faible qui peut, pour certains projets, en empêcher le 

développement. De nombreuses améliorations ont été proposées. En particulier, des stratégies de transport 

du donneur ADN via le complexe RNP par ajout de séquences reconnues par celui-ci ont été utilisées ainsi 

que des Cas9 ou gARN modifiés pour fixer le gARN (Chenouard et al., 2021a). Toutefois, certains aspects 

limitent encore leur efficacité. La taille de l’insert et son import au noyau sont notamment critiques pour 

cette efficacité et les barrières biologiques mises en jeu ne sont pas encore suffisamment bien comprises 

pour pouvoir les surmonter, en particulier dans les embryons (Remy et al., 2017). L’utilisation d’un 

marqueur de sélection sur les cellules est un avantage indéniable pour ces types de modèles. De plus, 

 
Cellules Embryons 

Efficacité d’édition 
En particulier pour les KI 

complexes 

Très important pour limiter la durée et les coûts de 
génération des modèles 
Peut mettre en jeu la faisabilité du modèle 

Qualité de l’édition 
Dommages collatéraux on-target 

mais aussi off-target 

Très important pour 
dériver une lignée à partir 
d’un clone 

Très important dans le cas de 
dommages sur le même 
chromosome que l’édition 
Moindre importance sur les 

autres chromosomes 

(croisements des fondateurs) 

Génération de mutations 
hétérozygotes 

Très important pour 
modéliser une mutation 
particulière à l’état 
hétérozygote à partir d’un 
clone 

En général pas important dans 
la génération de F0 car 

possibilité d’obtenir des 
animaux hétérozygotes ou 

homozygotes (sauf si mutation 
létale) et de choisir en 

fonction du modèle 
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l’amélioration des rendements et de la qualité de synthèse de longs ADN dans le futur, permettront 

probablement de faciliter l’utilisation de longs donneurs. 

Le deuxième enjeu implique les évènements indésirables qui peuvent avoir lieu autour du site de coupure 

sur des distances plus ou moins longues ainsi qu’à d’autres endroits du génome que ce soit sur le même 

chromosome ou non. Cet enjeu est majeur pour la génération de modèles cellulaires car il ne sera pas 

possible d’éliminer ces éditions involontaires sur le clone cellulaire sélectionné pour fonder le modèle. A 

l’inverse, pour les modèles animaux, le modèle sera utilisé sur des animaux après plusieurs croisements qui 

permettront de s’affranchir de ces modifications incontrôlées. Par exemple, si un des allèles contient la 

mutation désirée mais que l’autre allèle contient une modification non souhaitée, le croisement avec un 

animal non-transgénique permettra de sélectionner dans la descendance les animaux d’intérêt portant à la 

fois l’allèle souhaité et l’allèle normal. Toutefois, si ces modifications sont présentes sur le même 

chromosome que l’édition ciblée, elles seront maintenues de génération en génération. Il est donc important 

pour l’ensemble des modèles de vérifier le chromosome sur lequel a lieu la coupure de Cas9 et pour les 

cellules l’ensemble du génome. Malgré tout, il est nécessaire de limiter ces risques. Pour cela, de 

nombreuses approches ont été développées depuis plusieurs années notamment l’ingénierie du gARN 

(gARN tronqué) ou de la Cas9 (variants haute-fidélité, base-editing, prime-editing, nickase…) et 

l’amélioration des outils de conception du gARN (Manghwar et al., 2020). Une meilleure compréhension 

du fonctionnement de cet outil ainsi qu’une utilisation plus raisonnée permettront également, à l’avenir, de 

limiter ces évènements. 

Finalement, un enjeu très important pour les modèles cellulaires est la génération de modèles hétérozygotes 

(allèle normal/allèle avec la mutation pathologique) de façon efficace car un grand nombre de maladies 

génétiques présentent des mutations dominantes. En utilisant CRISPR/Cas9, même avec un ssODN portant 

la mutation d’intérêt, une forte proportion de cellules sont KO. Inévitablement, un grand nombre de cellules 

KI vont donc également présenter un allèle KO qui ne permet pas de mimer fidèlement la pathologie 

d’intérêt. Actuellement, la meilleure façon d’y parvenir est d’utiliser deux ssODN (Brandão et al., 2021). 

L’un contiendra la mutation d’intérêt et l’autre contiendra seulement des mutations silencieuses qui 

empêcheront les coupures multiples de l’allèle par Cas9, mais ne génèreront pas de KO. Ainsi, la proportion 

de cellules KI hétérozygotes (allèle normal/allèle avec la mutation pathologique) devrait être augmentée. 
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II. Objectifs de mon projet de thèse 

Etat des lieux 

L’accessibilité de l’outil CRISPR/Cas9 a grandement accéléré le développement de nouvelles innovations 

et a créé une quantité phénoménale de publications annuelles qui rend ce domaine difficile à suivre de façon 

exhaustive. Mon arrivée au sein de la plateforme TRIP en 2015 en tant qu’ingénieur avait pour but de 

faciliter le développement de l’outil CRISPR/Cas9 en collaboration avec la société genOway pour la 

génération de modèles animaux en mutualisant les efforts de R&D. Toutefois, du fait de la taille modeste 

de notre structure, nous avons dû prioriser les projets et favoriser, dans un premier temps, le développement 

de différents types de modèles. Nous avons donc rapidement généré des modèles rats KO simples, grandes 

délétions, KI par mutations ponctuelles et KI complexes (surexpression et traçage de lignées)  (Ménoret et 

al., 2015; Renaud et al., 2016; Remy et al., 2017). Nous avons également développé de nouvelles 

méthodologies pour accélérer ce processus. Pour cela, nous avons mis en place la technique 

d’électroporation d’embryons intacts de rats (Remy et al., 2017). Contrairement à la microinjection, 

l’électroporation est une technique simple à utiliser et présente l’avantage majeur d’éditer 30 à 50 embryons 

simultanément. En parallèle, nous avons amélioré notre technique de génotypage par l’analyse de la 

formation d’hétéroduplexes particuliers à chaque édition pour augmenter notre débit tout en diminuant nos 

coûts (Chenouard et al., 2016b). 

Nous avions défini des conditions d’électroporation qui nous permettaient de générer des modèles simples 

avec 3µM de Cas9 fournie par notre partenaire académique TACGENE, un ratio RNP Cas9/sgARN de 

1/1,6 soit 4,7µM de sgARN IVT ainsi que l’utilisation de 4,9µM de ssODN (Remy et al., 2017). Ces 

conditions permettaient une édition intéressante d’environ 50% mais seulement 10% de KI avec ssODN. 

Ce taux était acceptable pour une technique nouvellement décrite mais demandait à être amélioré. Ces 

conditions ne permettaient pas non plus de réaliser des KI impliquant de longs donneurs par électroporation 

car les longs ADN ne sont pas importés naturellement au noyau. Les projets complexes (modèles 

rapporteurs, surexpression et conditionnels) sont donc réalisés par microinjection dans le zygote mais cette 

technique est longue et fastidieuse et les taux d’efficacité sont faibles (<5% sur le locus Rosa26 avec 

donneur ADN CAG-GFP 4,7Kb (Ménoret et al., 2015)).  

Les demandes de modélisations chez le rat ont évolué pour devenir de plus en plus complexes et nécessitent 

donc l’utilisation de grands ADN donneurs de façon efficace. Ces modèles sont plus particulièrement 

difficiles à développer sur embryons. Nous avons donc dû repenser nos conditions d’édition pour faciliter 

leur développement et trouver de nouvelles stratégies. 



Page 48 sur 162 

 

Nous avons commencé, en collaboration avec notre partenaire TACGENE, par tenter de faire basculer la 

réparation de la coupure double brin induite par Cas9 vers des mécanismes médiés par homologie. Ils sont 

moins fréquents que le NHEJ mais permettent la génération de KI. Pour cela, nous avons testé une Cas9 

fusionnée à CtIP, une molécule clé dans la prise de décision entre ces mécanismes (Charpentier et al., 2018). 

Cette stratégie n’a montré qu’un succès modéré, en particulier chez le rat. De plus, cette Cas9 était trop 

difficile à produire sous forme de protéine avec un bon rendement. Nous avons donc testé d’autres 

approches qui ont fait l’objet de ma thèse. 

Mon projet de thèse 

L’objectif de ma thèse était donc d’améliorer l’efficacité de KI pour les projets complexes de rat. La 

solution qui paraissait la plus évidente était simplement d’augmenter les concentrations en ADN donneur 

mais celles-ci entraînent de fortes toxicités, en particulier pour les longs donneurs pour lesquels seules des 

faibles quantités sont tolérées par l’embryon. Les conditions que nous avions définies précédemment pour 

un ADN donneur double brin CAG-GFP de 4,7Kb étaient de 2ng/µL (0,7nM) en microinjection et 

100ng/µL (34,4nM) en électroporation avec une concentration en Cas9 de 3µM (Remy et al., 2017), 

représentant une proportion molaire d’ADN donneur par RNP bien trop faible (environ 4300 Cas9 par ADN 

donneur en microinjection et 87 Cas9 par ADN donneur en électroporation) pour avoir une chance que 

l’ADN donneur soit présent au site de coupure. Ces observations peuvent, en partie, expliquer les faibles 

taux de KI (3,5%) que nous avons obtenus par microinjection (Remy et al., 2017). Un ratio stœchiométrique 

n’est probablement pas envisageable avec les longs donneurs mais j’ai tenté de m’en rapprocher par deux 

stratégies différentes.   

Pour faciliter les tests préliminaires sur ces deux approches, nous avons utilisé des modèles de KI par 

ssODN (mutation en un site de restriction XbaI sur le locus rEphx2 (Remy et al., 2017)), permettant ainsi 

l’électroporation des embryons et l’utilisation de petits ADN donneurs synthétiques dont les coûts sont 

moindres. Afin de limiter l’usage d’embryons, nous avons réalisé les preuves de concepts in vitro puis sur 

cellules avec, dans un premier temps, un modèle de HEK293T (insertion d’un site de restriction XhoI sur 

le locus hAAVS1). Plus récemment, la plateforme iPSC de Nantes a développé un modèle de cellules hiPSC 

GFP convertible en BFP par KI avec ssODN, ce qui facilite grandement l’analyse de l’édition (indels et 

KI). Nous avons donc collaboré pour développer le système CRISPR/Cas9 sur hiPSC. 

Ma première approche a été de mieux comprendre le système CRISPR/Cas9 et réfléchir à un rationnel 

moléculaire. En effet, dans les conditions de microinjection décrites précédemment (Remy et al., 2017), 1 

picolitre contenant 3µM de Cas9 est microinjecté par embryon soit environ 1 à 2.106 Cas9 par génome (2 

cibles). Pour l’électroporation, 50µL de Cas9 3µM est électroporé dans une quarantaine d’embryons 

simultanément, ce qui correspond à environ 2.1012 Cas9 par génome (2 cibles). Toutefois, la quantité de 
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réactifs qui entre réellement dans chaque embryon par électroporation n’est pas connu, ce nombre n’est 

donc que théorique et probablement bien plus élevé que la réalité. Dans tous les cas, il est raisonnable de 

penser que la quantité de Cas9 présente par embryon est très élevée et peut probablement être 

considérablement réduite. En parallèle, j’ai mis au point des techniques in vitro pour caractériser la 

formation du complexe RNP. De cette façon j’ai défini des conditions (format du gARN, tampons, ratio 

Cas9/gARN, incubation…) permettant une efficacité de formation du complexe RNP optimale. Le but de 

cette approche était de réduire au minimum les concentrations de Cas9 et gARN pour s’approcher d’un 

nombre de molécules équivalent à celui de l’ADN donneur tout en maintenant une forte efficacité de 

coupure. Ces conditions optimales ont ensuite été appliquées et validées in vivo sur hiPSC et embryons de 

rats. 

Dans une deuxième approche, j’ai tenté d’hybrider l’ADN donneur au gARN par deux stratégies différentes 

afin de faciliter son import au noyau. Le but de cette approche est d’augmenter les chances que celui-ci soit 

présent au site de coupure pour induire une recombinaison homologue et favoriser la génération des 

modèles KI. Cette approche est également intéressante pour pouvoir potentiellement électroporer des longs 

donneurs et ainsi générer des modèles complexes par cette technique. 
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III. RESULTATS 

Caractérisation et optimisation de la formation de complexes RNP 

fonctionnels 

Notre équipe n’avait jamais étudié l’efficacité de formation du complexe RNP et, à ma connaissance, elle 

est très peu étudiée dans la littérature. C’est pourtant une étape clé pour une édition de génome efficace. 

J’ai donc cherché à développer des méthodes d’évaluation de la formation de ce complexe pour la rendre 

plus efficace. J’ai notamment testé des techniques permettant de mesurer l’affinité (Kd) de Cas9 avec un 

gARN (Surface Plasmon Resonance et Thermophorèse MicroScale) pour vérifier l’ordre de grandeur de 

cette affinité dans nos conditions et donc extrapoler le ratio molaire Cas9/gARN à utiliser pour nos 

conditions in vivo. Ma et al. ont démontré que ce Kd est de 30pM  (Ma et al., 2015), ce qui indiquerait qu’un 

ratio Cas9/gARN de 1/1 devrait être suffisant pour des concentrations en Cas9 et gARN de l’ordre du 

nanomolaire. J’ai également testé des méthodes de mesure de la thermostabilité (Tm) de Cas9 (Differential 

Scanning Fluorimetry classique ou Nano). Le gARN étant un effecteur allostérique de Cas9 

particulièrement puissant (Jiang et al., 2015), le changement de conformation de Cas9 lors de la formation 

du complexe RNP doit être observable par un décalage significatif du Tm.  

Le clivage in vitro a depuis longtemps été décrit (Jinek et al., 2012) et permet, dans une certaine mesure, 

d’évaluer l’efficacité de coupure du complexe RNP. J’ai donc mis au point cette technique dans notre 

laboratoire sur un produit de PCR avec analyse par électrophorèse capillaire (CIV-CE). Pour plus de 

pertinence par rapport à l’édition de génome que nous réalisons in vitro, nous avons également cherché à 

développer le CIV sur ADNg en utilisant la « quantitative Polymerase Chain Reaction » (qPCR). 

L’ensemble de ces techniques n’étant pas utilisé au sein de mon laboratoire et peu appliqué à Cas9, trouver 

les outils nécessaires et accessibles ainsi que les mettre en place a été long et a nécessité beaucoup de 

recherche de ma part. Ce processus a donc été réalisé tout au long de ma thèse. Les résultats que j’ai obtenus 

in vitro sont détaillés ci-dessous afin de déterminer la ou les techniques les plus pertinentes et robustes pour 

vérifier à la fois l’efficacité de formation du complexe RNP et la relier à sa fonctionnalité. 

Surface Plasmon Resonance 

 Principe 
La technique de Surface Plasmon Resonance (SPR) est conçue pour analyser les interactions entre 

différentes molécules (Drescher et al., 2018) (Figure 20). Pour cela, la protéine d’intérêt est immobilisée 

sur un film d’or reposant sur une lame de verre. Elle est ensuite mise en présence d’un ligand par 
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microfluidique. La réfraction de la lumière sur ce système à travers un prisme sera sensible aux interactions 

avec le ligand. Cette technique ne requiert donc pas de marquage fluorescent mais une immobilisation de 

Cas9.  

 Résultats 

Les essais ont été réalisés par la plateforme IMPACT (Nantes) sur Biacore 3000 (GE Healthcare) avec Puce 

CM5 avec fibres de dextran. Les traitements nécessaires à l’immobilisation de Cas9 (IDT), notamment le 

Sodium Acetate pH 5,0 nous a permis de créer des liaisons amines entre Cas9 et le support mais pas de 

maintenir un système fonctionnel. En effet, les interactions entre Cas9 et le sgARN IVT n’étaient plus 

détectées (données non montrées). De plus, le coût du matériel était élevé. Nous n’avons donc pas poursuivi 

les mises au point avec cette technique. 

Thermophorèse MicroScale 

 Principe 
La technique de thermophorèse microscale permet de vérifier la fixation entre deux molécules et de 

caractériser l’affinité de cette fixation. Pour cela, un laser est utilisé pour chauffer localement l’un des 

partenaires d’intérêt marqué à la Cy5 ou équivalent (Figure 21). Ce laser induit un réchauffement local qui 

Figure 20: Schéma du principe de la technique de Surface Plasmon Resonance d'après Drescher et al., 2018. Une lumière polarisée est 
appliquée à travers un prisme sur un support plat recouvert d’un film d’or. Le ligand immobilisé sur la surface du film reflète la lumière d’une 

façon particulière qui va être différente dans le cas ou celui-ci sera lié à l’analyte. 

A. B. 

Figure 21 : Principe de la thermophorèse microscale d’après Asmari et al., 2018. A. L’application d’un laser sur des capillaires contenant 
les molécules testées permet d’induire un mouvement des molécules mesurable via la fluorescence. B. La mesure de fluorescence d’une 

gamme de concentration de ligand permet de vérifier la fixation de celui-ci à sa cible et définir l’affinité de cette mesure. 
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va créer une thermophorèse (Asmari et al., 2018). Lorsque la molécule marquée est seule, elle va se déplacer 

et fluorescer de façon différente à la même molécule fixée à son ligand. L’utilisation d’une gamme de 16 

points contenant une concentration constante de la molécule marquée et d’un gradient de concentrations du 

ligand permet de définir l’affinité (Kd) de cette liaison.  

 Résultats 
Les tests de thermophorèse microscale ont été réalisés sur Monolith NT.115 pico avec des capillaires en 

verres (Capillaires Monolith NT.115). L’appareil permet une excitation de 460 à 490nm ou de 600 à 650nm 

pour une plus grande sensibilité. Le Kd attendu entre Cas9 et le gRNA étant de l’ordre du picomolaire (Ma 

et al., 2015), l’utilisation d’une molécule marquée avec Cyanine 5 ou équivalent est donc nécessaire dans 

mon cas. La thermophorèse induite par le laser permet un réchauffement de quelques degrés en fonction de 

l’intensité et affecte la fluorescence de la molécule marquée.  J’ai commencé par définir la meilleure façon 

d’utiliser le système d’après les paramétrages conseillés dans la littérature pour d’autres applications 

(Rainard et al., 2018). En effet, il est possible de marquer soit Cas9 soit le gARN. Dans un premier temps, 

j’ai tenté d’obtenir un sgARN marqué Cy5 mais très peu de fournisseurs ont accepté de le produire du fait 

de la complexité de synthétiser un ARN long de 100 bases avec une Cy5. J’ai pu obtenir le réactif par la 

société IDT qui a eu des difficultés à le produire. Après différents tests, je me suis rendue compte que la 

proportion marquée Cy5 de gARN n’était pas suffisante pour réaliser ce type d’expériences, probablement 

du fait des problèmes de synthèse. Dans un deuxième temps, j’ai donc cherché à obtenir une Cas9-Cy5 

mais aucun fournisseur n’a pu me proposer ce produit. En utilisant un kit de marquage de protéines (Protein 

Labeling Kit RED-MALEIMIDE 2nd Generation, NanoTemper), j’ai tenté de la produire moi-même mais 

le rendement n’était pas satisfaisant. Finalement, la société IDT ayant nouvellement développé des 

tracrARN marqués ATTO 647N (équivalent Cy5), j’ai pu réaliser des tests avec un dgARN dans un tampon 

duplex (IDT) supplémenté avec 0,01% Tween20. 

La première étape était de vérifier que le crARN et le tracrARN ATTO 647N étaient plus affins que le 

dgARN et Cas9 pour que le dgARN ne soit pas le facteur limitant de la mesure. Je n’ai pas réussi à définir 

une mesure de Kd précise entre le crARN et le tracrARN car ces deux molécules sont trop affines pour la 

sensibilité de l’appareil (très inférieure au picomolaire). Toutefois, une comparaison de la thermophorèse 

du tracrRNA ATTO 647N seul (100pM) ou en présence d’un crARN en très faible quantité (0,002pM) 

induit un net décalage de la trace (Figure 22). L’étape d’hybridation du crARN et du tracrARN n’est 

absolument pas un frein à la formation du complexe RNP et nous a encouragés à utiliser ce dgARN pour 

l’édition de génome in vivo. 
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J’ai donc, par la suite tenté de mesurer l’affinité de Cas9 avec un dgARN (tracrARN ATTO 647N). 

Toutefois, l’ajout de protéines Cas9 engendre de forts évènements d’agrégation et d’adsorption aux 

capillaires en verre utilisés pour la mesure. Les mises au point sur le tampon (Tween 20, BSA, TCEP…) 

que j’ai pu réaliser, ne m’ont pas permis d’utiliser cette technique pour caractériser l’interaction de Cas9 et 

de son gARN.  

Grâce à cette technique, j’ai pu caractériser la formation du duplexe crARN : tracrARN et démontrer que 

ces deux molécules sont très affines (Kd très inférieur au pM). Ces résultats m’ont rassurée sur la robustesse 

du duplex dgARN. De plus, l’immunogénicité des sgARN IVT ainsi que les faibles coûts d’utilisation du 

dgARN ont motivé notre abandon du sgARN IVT en faveur d’un dgARN synthétique pour éditer nos hiPSC 

et nos embryons de rats. Les concentrations de gARN utilisées in vivo (cellules et embryons) étant de l’ordre 

du nanomolaire, ce duplex doit se former de façon très efficace même en conditions stœchiométriques 

comme préconisé par le fournisseur. 

Differential Scanning Fluorimetry (DSF) 

 Principe 
La technique de Differential Scanning Fluorimetry (DSF) ou Thermal Shift Assay permet de caractériser 

la thermostabilité d’une protéine (Gao et al., 2020). En effet, la protéine étudiée est soumise à un gradient 

de température pour déclencher une dénaturation progressive en présence d’un marqueur fluorescent. Celui-

ci a la particularité de fluorescer en se fixant aux résidus hydrophobes des protéines qui sont exposés lorsque 

Figure 22: Résultats de thermophorèse obtenus avec un tracrARN ATTO647N seul (Target) ou en présence d’un crARN (Complex). A. Scan 
de la fluorescence de chaque capillaire avant thermophorèse. B. Traces de thermophorèse du tracrARN ATTO 647N seul ou en présence 

d’un crARN. La zone surlignée en bleue correspond à la mesure de référence appelée « cold region » qui correspond à la fluorescence avant 
induction du laser. La zone surlignée en rouge, appelée « hot region » correspond à la zone de mesures après induction de la thermophorèse 

par le laser. 

A. B. 
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celles-ci se dénaturent. Plus la protéine est dénaturée et plus la fluorescence augmente (Figure 23). Cette 

technique présente l’avantage d’être rapide et facile à mettre en place car elle ne nécessite qu’un simple 

thermocycleur temps réel pour la détection. 

Cette technique a en particulier déjà été appliquée à Cas9 pour vérifier la liaison au gARN et à différents 

types de cibles (Figure 24) (Jiang et al., 2016). Cette équipe a notamment montré une différence de Tm 

lorsque Cas9 est seule ou complexée au sgARN mais également en présence d’ADN simple ou double brin. 

Il est donc possible de cette façon de vérifier la formation du complexe RNP. 

 

 Résultats 
J’ai utilisé le kit « Proteine Thermal Shift ™ Dye kit, #4461146 (ThermoFisher Scientific), qui contient 

uniquement le fluorophore ainsi que son tampon, en suivant les préconisations du fournisseur. Plus 

particulièrement, le ROX a été choisi comme rapporteur, sans quencher ni référence passive. Un gradient 

de température continue de 0,05°C/seconde entre 25°C et 99°C a été défini, les filtres x4(580/10) et 

Figure 23: Mesure de la thermostabilité d'une protéine par Differential Scanning Fluorimetry d’après Gao et al., 2020. Un gradient de 
températures est appliqué à la protéine d’intérêt en présence d’un fluorophore capable de fixer des résidus hydrophobes afin de mesurer sa 

résistance à la température. Protéine native en vert et SPYRO Orange en jaune. 

Figure 24: Courbe de DSF de la protéine Cas9 en présence d’un sgARN et de différentes cibles ADN d’après Jiang et al 2016.  

Apo-Cas9 
Cas9-sgRNA 
Cas9-sgRNA-ssDNA 
Cas9-sgRNA-PAM containing partial duplex 
Cas9-sgRNA-dsDNA 
Cas9-sgRNA-dsDNA (completely mismatched target DNA) 
Cas9-sgRNA-dsDNA (mutated PAM) 
Cas9-sgRNA-dsDNA (sgRNA with deletion of stem loop 3) 
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m4(623/14) ont respectivement été utilisés pour l’excitation et l’émission du signal fluorescent sur un 

simple thermocycleur temps réel (Viia7, Applied Biosystem). 

Cette technique m’a tout d’abord permis de confirmer la faisabilité de l’étude de 0,2µM de Cas9 (IDT) par 

la détermination de son Tm (environ 48,2°C, Figure 25). Après ajout de sgARN IVT, j’ai observé un 

décalage du Tm de Cas9 de 3 à 5°C en fonction des conditions, indiquant la formation du complexe RNP. 

Pour certaines conditions, le pic correspondant à Cas9 seule avait pratiquement disparu et correspond donc 

à un chargement de l’ensemble des Cas9 présent dans la réaction (Figure 25). Dans le cas du sgARN IVT 

rCD45 B4, l’utilisation d’un ratio RNP Cas/sgARN 1/5 semblait la plus adaptée. Cette tendance a été 

confirmée avec d’autres sgARN IVT. Toutefois, cette technique présente une faible reproductibilité 

inhérente à l’utilisation de ce marqueur de fluorescence. 

La condition 0,2µM de Cas9 (IDT) et RNP 1/5 a donc par la suite été testée in vivo et montrait de bonnes 

efficacités. Toutefois, d’après les Kd observés entre Cas9 et gARN (30pM  (Ma et al., 2015)) et les 

concentrations utilisées in vivo (0,2µM de Cas9 et 1µM de sgARN IVT) ce ratio RNP 1/5 semblait élevé et 

démontrait une faible efficacité de formation du complexe RNP. Les résultats précédents nous incitant à 

utiliser un dgARN, nous avons testé ces derniers sur une technique de DSF plus fiable. 

NanoDifferential Scanning Fluorimetry (NanoDSF) 

 Principe 
Le NanoDSF est une technique récente qui permet de réaliser des analyses DSF en utilisant la fluorescence 

intrinsèque des protéines et en particulier des résidus tyrosines et tryptophanes à 330 et 350nM (Alexander 

et al., 2014). Cette technique permet donc de s’affranchir d’un marqueur de fluorescence et ainsi avoir une 

analyse beaucoup plus robuste. Elle nécessite toutefois un appareil particulier auquel je n’ai eu accès que 

très récemment via la plateforme de protéines recombinantes de Nantes.  

 Résultats 
Cette technique étant basée sur la fluorescence intrinsèque aux tyrosines et tryptophanes présents sur la 

protéine, la limite de détection dépend du nombre de ces résidus et est donc propre à chaque protéine. J’ai 

Figure 25: Differential Scanning Fluorimetry de Cas9 seule ou en présence de concentrations croissantes de gARN rCD45 B4. Cas9 seule 
est notée en vert foncé. 
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donc dans un premier temps testé une gamme de concentrations de Cas9 (IDT) (Figure 26) pour déterminer 

le seuil de détection de la fluorescence intrinsèque à cette protéine et définir les conditions permettant la 

suite des mesures. Les mesures ont été réalisées sur le Prometheus NT.48 NanoDSF instrument (NanoTemper 

Technologies) avec une rampe thermale de 1 °C/min. Une dose de Cas9 de 0,09 ou 0,005µM induisait un 

signal de fluorescence trop faible pour nos analyses et une dose de 0,38µM présentait une agrégation de 

Cas9 qui semblait trop à la limite de la détection. Nous avons donc choisi de continuer les tests avec une 

dose de Cas9 de 0,75µM pour avoir un signal de fluorescence suffisant et pouvoir étudier, en parallèle de 

sa thermostabilité, son agrégation. Le Tm de Cas9 seule est notamment égal à la température d’agrégation 

(Tm=Tagg=43°C) dans nos conditions (Figure 26). 

J’ai ainsi pu analyser la formation du complexe RNP en présence de ratios RNP Cas9/dgARN (IDT) 

croissants. J’observe un Tm d’environ 43°C pour la Cas9 seule et d’environ 50°C lorsque le complexe RNP 

est formé (Figure 27). Lorsque le ratio RNP est en faveur de Cas9, j’observe toujours la présence de Cas9 

seule (RNP 5/1, 2/1) alors qu’à partir du moment où les concentrations du dgARN sont équivalentes ou 

Figure 26 : Courbes de NanoDSF obtenues par l'étude d'une gamme de concentrations de Cas9. A. Mesure du ratio 350 nm / 330 nm de 
Cas9. B. Dérivée première de ce ratio. C. Mesure de l’agrégation de Cas9. 

A. 

B. 

C. 

Tm 

Tagg 
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supérieures à la concentration en Cas9 (RNP 1/1, RNP 1/2, RNP 1/3, RNP 1/5) il ne reste plus de Cas9 

libre. Ces résultats indiquent donc que le ratio RNP 1/1 est suffisant pour une utilisation de Cas9 à 0,75µM 

dans un tampon HEPES 20mM pH7,5, KCl 150mM. Cette technique est rapide, fiable et particulièrement 

intéressante pour évaluer la formation du complexe RNP. 

D’autres tests sont actuellement en cours pour comparer le même gARN sous forme de sgARN IVT ou 

synthétique et dgARN pour déterminer si l’un ou l’autre formerait un complexe RNP avec Cas9 (IDT) plus 

efficacement. L’effet des tampons dans lesquels sont préparés ces réactifs est également à l’étude. Nous 

avons choisi pour la suite du projet d’utiliser des dgARN synthétiques provenant du même fournisseur que 

Cas9 pour favoriser leur compatibilité. IDT étant un expert des dgARN et les tests préliminaires semblant 

indiquer une bonne formation du complexe RNP avec ces derniers, nous avons continué le projet avec ces 

dgARN.  

Je tente également de comprendre, grâce à cette technique, l’effet d’un ssODN ou dsADN ou ADN cible 

sur le complexe RNP. Cela pourrait peut-être nous permettre d’expliquer l’effet positif de la présence d’un 

ssODN sur le taux d’édition observé par d’autres laboratoires (Nguyen et al., 2020) et notre équipe (Figure 

28). En effet, nous observons un taux de KO de 21% sur des hiPSC exprimant la GFP nativement en 

l’absence de ssODN et de 36,8% en présence d’un ssODN qui converti la GFP en BFP. La présence du 

ssODN BFP induit, sur cette expérience, une édition totale (KO+KI) de 64,2%. Nguyen a notamment émis 

l’hypothèse que l’agrégation de Cas9 pourrait jouer un rôle dans ce phénomène et qu’un polymère tel que 

le PGA pourrait avoir le même effet que la présence d’un ssODN (Nguyen et al., 2020). 

Figure 27: Mesure de la thermostabilité de Cas9 en présence d'une gamme de concentration de dgARN. A. Courbe de NanoDSF obtenues. 
B. Comparaison des Tm en fonction des conditions. 

A. B. 
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Le NanoDSF permet de vérifier la conformation que prend Cas9 en réaction à différentes molécules, 

notamment le gARN ou réactifs mais ne permet en aucun cas d’évaluer la fonctionnalité de celle-ci. Pour 

cela j’ai donc développé des tests de fonctionnalité in vitro (décrits ci-dessous) que je tente de coupler à 

mes expériences de NanoDSF. 

Coupure in vitro sur électrophorèse capillaire (CIV-CE) 

 Principe 
Un produit de PCR contenant la cible du gARN et le PAM est mis en présence d’un RNP formé à partir 

d’un gARN et incubé à 37°C pour permettre l’activité de coupure de Cas9. Cas9 est décrochée du produit 

de PCR par dénaturation à 95°C ou traitement à la protéinase K, puis le mélange est finalement ramené à 

25°C pour analyse sur électrophorèse capillaire. La concentration mesurée par l’appareil des deux bandes 

cumulées correspondant à la coupure est quantifiée et rapportée à la quantité totale d’ADN (ADN coupé et 

non coupé) détectée pour définir le taux de CIV-CE. 

 Résultats 
Nous avons développé des tests de coupure in vitro sur électrophorèse capillaire réalisées sur LabChip GX 

(Perkin Elmer) à partir de produits de PCR correspondant à la cible des gARN testés. Ces tests nous ont 

permis de vérifier la fonctionnalité des complexes RNP formés in vitro. En particulier, nous avons mis en 

évidence qu’un excès de gARN (ratio Cas9/sgARN 1/2 pour les conditions testées) induisait une réduction 

de l’activité du complexe RNP. Il semble donc exister une dose optimale de gARN par Cas9 à atteindre et 

à ne pas dépasser (Figure 29).  

A. B. 

Figure 28: Phénotypages par cytométrie en flux de cellules hiPSC humaines après électroporation par le RNP seul ou avec un ssODN 
BFP. Dot plot obtenu après 7 jours post-électroporation avec A.0,4µM de Cas9 et un ratio Cas9/dgARN 1/1seul ou avec B. 2µM de 

ssODN BFP pour induire une conversion de la GFP en BFP. 
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Ce résultat amène un questionnement sur l’origine de cette inhibition qui peut être soit liée à Cas9, soit au 

gARN lui-même ou à la cible ADN. Il est possible que les gARN non chargés par Cas9 interagissent avec 

le RNP et le rendent inactif tout comme un excès de gARN pourrait créer des dimères. Il est également 

possible que les gARN non chargés reconnaissent seuls la cible et entrent en compétition avec les RNP. Le 

CIV-CE ne nous a pas permis de répondre à cette question. 

D’autres tests (données non montrées) ont démontré la faible stabilité des sgARN IVT ainsi que la 

sensibilité de la Cas9 aux décongélations. Nous nous sommes donc posé la question d’utiliser des gARN 

synthétiques et d’aliquoter Cas9.  

L’utilisation d’un produit de PCR comme cible ADN est une modélisation très éloignée de la réalité de la 

coupure in vivo puisque la taille et la structure de l’ADNg est bien plus complexe. Nous avons donc cherché 

à développer un autre test fonctionnel sur ADNg pour plus de pertinence. 

Coupure in vitro détectée par qPCR (qCIV)  

 Principe 
Le complexe RNP préformé est mis en présence d’un ADNg cible et de MgCl2 puis incubé à 37°C pour 

permettre la fonctionnalité de Cas9 (Figure 30). Une qPCR est ensuite réalisée sur la réaction de clivage 

avec des amorces flanquant le site de coupure du gARN. Sans coupure, l’ADNg est intact et son 

amplification est mesurée au cours du temps. Lorsque la coupure a lieu, l’ADNg est coupé au niveau du 

site de fixation du gARN, empêchant donc l’amplification du locus. En comparant les tubes tests à un tube 

de référence ne contenant ni Cas9 ni gARN, il est possible de déduire le pourcentage de clivage par la 

méthode des ΔΔCt. Cette méthode est basée sur le fait qu’une qPCR dont l’amplification est efficace à 

100% permet de doubler la quantité de chaque amplicon à chaque cycle et est classiquement utilisée pour 

l’analyse des résultats de qPCR. 

Figure 29: Analyse par CIV-CE du clivage des complexes RNP. A. Electrophorèse capillaire permettant de détecter le clivage du produit 
de PCR rEphx2 en présence d'une dose constante de Cas9 protéine et d'un ratio Cas9/sgARN croissant. B. Comparaison des taux de 

clivage à partir des mêmes conditions de test. 
 

A. B. 

Clivage 
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 Résultats 
Cette technique est en cours de mise au point, les conditions expérimentales ne sont donc pas encore 

clairement établies. Toutefois, un ratio moléculaire ADNg cible/Cas9 de 1/1.106 correspond à peu près à 

l’ordre de grandeur utilisé in vivo et une incubation 30 minutes à 37°C permet une activité suffisante de 

Cas9. La qPCR a été réalisée avec Fast SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystem) et analysée sur 

QuantStudio™3 (Applied Biosystem). Le but de ces tests serait d’utiliser les complexes RNP caractérisés 

par NanoDSF pour si possible associer le Tm observé à une fonctionnalité de Cas9. Les conditions de 

formation du complexe RNP sont donc les mêmes que pour les analyses par NanoDSF. 

Des expériences préliminaires (données non montrées) sembleraient indiquer que plusieurs paramètres 

pourraient fausser les résultats de ce test. Il faudra notamment vérifier si Cas9 et le dgARN se fixent seuls 

à l’ADNg, empêchant l’amplification du locus sans clivage de celui-ci. Cet aspect sera analysé en détail 

car il pourrait nous éclairer sur certains phénomènes observés in vitro et in vivo, en particulier l’effet 

inhibiteur d’un excès de réactifs. Les conditions de tampons, notamment le MgCl2 et le KCl présents lors 

de l’étape de coupure, peuvent également interférer et nuire à l’efficacité d’amplification de la qPCR. 

Bilan de cette caractérisation et optimisation 
L’ensemble de la caractérisation du complexe RNP et de l’optimisation de sa formation in vitro nous a 

permis de définir des conditions optimales à appliquer in vivo, en partie basées sur un rationnel moléculaire. 

En effet, une molécule de Cas9 ne peut charger qu’un seul gARN lorsque les conditions de formation du 

complexe RNP sont optimisées. L’utilisation d’un dgARN synthétique, préparé dans un tampon Duplex 

commercial (Integrated DNA Technologies) avec une Cas9 commerciale (Integrated DNA Technologies) 

Figure 30: Schéma du principe de qCIV. Ce test est réalisé en deux étapes, le clivage in vitro puis la détection par qPCR des ADNg non 
clivés. 
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et la formation du complexe RNP dans le tampon de dilution de Cas9 (HEPES 20mM pH7,5, KCl 150mM) 

nous permettent d’atteindre ces conditions optimales. Nous avons donc voulu confirmer que ces conditions 

optimales in vitro le sont in vivo. 

Application à l’édition de génome in vivo sur iPSC humaines et embryons 

de rats 

Données publiées dans BioRxiv : https://doi.org/10.1101/2021.09.03.458921     
Pour cela, nous avons utilisé le système CRISPR/Cas9 et un ssODN pour induire des mutations ponctuelles 

par KI sur des hiPSC et des embryons de rats (article ci-dessous et figures et tableaux supplémentaires en 

Annexe 2). 

Les hiPSC utilisées dans ce projet ont été reprogrammées par la plateforme iPSC de Nantes (Gaignerie et 

al., 2018) et la EGFP insérée dans le locus AAVS1 grâce à des TALENs. Des lignées EGFP homozygotes 

et hétérozygotes ont été dérivées à partir d’un clone, leur intégrité génomique et leur ploïdie ont été vérifiées 

par la société INTEGRAGEN (Evry, France) avec le HumanCore-24-v1 SNP arrays (Gaignerie et al., 

2018). Nous avons fait le choix d’utiliser la lignée homozygote pour avoir un modèle comparable au rat ou 

à l’édition de cellules normales. Les cellules sont cultivées dans un milieu mTesR1, en plaque 6 puits 

recouverts de Matrigel en conditions « feeder-free ». Pour l’électroporation, ces cellules sont décollées et 

dissociées en cellules uniques avec TriplE et 200 000 cellules sont resuspendues dans le tampon de 

nucléofection du kit « P3 Primary Cell ». La protéine Cas9, le dgARN ciblant la GFP et un ssODN 

permettant la conversion de la GFP en BFP sont préalablement préparés à 10X et ajoutés aux cellules avant 

transfert de ces 20µl en barrettes de nucléofection. Le programme CA-137 est utilisé sur le 4D-nucleofector 

(Lonza). Les hiPSC sont ensuite reprises dans du milieu de culture contenant des inhibiteurs ROCK et 

remises en culture en plaque 24 puits recouverts de Matrigel. Les puits qui atteignent la confluence sont 

passés au cours de la semaine de culture. Sept jours post-électroporation, les cellules sont décollées et 

dissociées en cellules uniques avec TriplE pour analyse en cytométrie en flux de l’expression de la GFP et 

de la BFP. 

De 30 à 60 embryons de rat Sprague-Dawley (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France) au stade 1-cellule 

ont été électroporés avec le système NEPA21 (Nepa Gene Co.) dans 50µL de tampon HEPES 20mM pH7,5, 

KCl 150mM comme décrit par notre équipe précédemment (Remy et al., 2017). La protéine Cas9, le 

dgARN ciblant l’exon 1 du gène rEphx2 et un ssODN induisant l’insertion d’un site de restriction XbaI ont 

été utilisés. Le gène rEphx2 est porté par le chromosome 15 du rat et code pour une époxide hydrolase 

particulièrement impliquée dans les maladies cardiovasculaires humaines (Gautheron and Jéru, 2021). Les 
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embryons ayant survécu sont réimplantés le jour de l’électroporation puis récoltés au jour embryonnaire 

14. Ils ont été génotypés par PCR, qPCR, restriction enzymatique et séquençage Sanger (Figure 31). Le site 

de restriction XbaI porté par le ssODN nous a permis de faciliter la détection des évènements KI. Les 

génotypes des embryons sont détaillés en Annexe 3. 

La première étape de cette étude a été de définir la concentration de Cas9 optimale à utiliser pour chaque 

modèle. Pour cela, nous avons testé une gamme de concentrations de Cas9 à partir des données de la 

littérature et de notre expérience. Nous avons ainsi démontré que 0,2µM et 0,4µM de Cas9 pour le rat et 

pour les iPSC respectivement, sont optimales pour une forte efficacité de KI (supérieure à 50% pour nos 

deux modèles avec une concentration de ssODN de 2µM). Par la suite, nous avons comparé les ratios RNP 

(Cas9/dgARN) 1/1 et 1/2 et avons confirmé les résultats in vitro indiquant que le ratio RNP 1/1 est suffisant 

pour une édition efficace. De plus, nous avons observé un effet négatif de fortes doses de RNP sur les taux 

de KI chez le rat et sur la survie des cellules pour les hiPSC. 

Sur l’ensemble de cette étude, nous avons démontré que de faibles doses de Cas9 et gARN, couplées à de 

fortes doses de ssODN permettent la génération de modèles génétiquement modifiés cellulaires et animaux 

de façon très efficace. Il est donc souhaitable d’utiliser des doses raisonnées de réactifs pour l’édition de 

génome in vivo. De plus, l’expression des concentrations de ces doses en molaires faciliterait l’extrapolation 

moléculaire des conditions utilisées dans la littérature et permettrait de comparer les différentes études entre 

elles, même si celles-ci n’utilisent pas exactement les mêmes composants. 

  

Figure 31: Détail de la localisation des amorces utilisées pour le génotypage des embryons de rats sur le locus rEphx2 pour définir les taux 
de KI, d’édition et de larges délétions. Les amorces sont notées en noir, les exons et introns en vert, la cassure double brin (DSB) en rouge. 
La taille des amplicons est notée en noir, la taille des exons et introns en vert et la distance du site de coupure jusqu’à l’amorce en rouge. 

WT, wild-type, KI, knockin, HMA-CE 
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Abstract: 

The CRISPR/Cas9 system is now the gold standard for the generation of genetically modified cell 

and animal models but knockin is a bottleneck. One reason could be that there is no consensus 

regarding the concentrations of its components to be used. Here, we defined optimal Cas9 protein, 

guide RNA and short donor DNA concentrations on a GFP to BFP conversion model of human 

induced pluripotent stem cells and point mutations on rat transgenic embryos. With a molecular 

rational approach of the CRISPR/Cas9 system and study of ribonucleoprotein complex formation by 

nanodifferential scanning fluorimetry, we defined that Cas9/guide RNA 1/1 molar ratio with 0.2µM 

and 0.4µM of Cas9, coupled with 2µM of ssODN are sufficient for optimal and high knockin 

frequencies in rat embryos and human induced pluripotent stem cells, respectively. These optimal 

conditions use lower concentrations of CRISPR reagents to form the RNP complex than most 

conditions published while achieving 50% of knockin. This study allowed us to reduce costs and 

toxicity while improving editing and knockin efficacy on two particularly key models to mimic 

human diseases. 
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I. Introduction 

Genetically modified models are necessary tools to better understand gene functions and study human 

diseases. Both animal and cellular models offer pros, cons and hurdles that make them 

complementary. In particular, for genetically modified animal models, the rat has always been a 

model of choice to study gene functions or model human diseases but suffered from a lack of 

accessible tools for decades (Chenouard et al. 2021). In parallel, cell models have been transformed 

fifteen years ago by the development of human induced pluripotent stem (hiPS) cells (Takahashi and 

Yamanaka 2006; Yu et al. 2007), which offer the flexibility necessary to mimic most human diseases. 

Both models have been revolutionized by the conversion of CRISPR/Cas bacterial immune systems 

into genome editing toolbox (Jinek et al. 2012) to precisely create almost any knockout (KO) or 

knockin (KI) models (single or multiplex KO, point mutation, conditional KO, reporter…). 

Nevertheless, efficacy, at least in the most complex KI cases with multiple or large DNA donors 

DNA, is still too low for an efficient development.  

The CRISPR/Cas system is composed of a Cas9 nuclease able to specifically cleave a target DNA 

sequence by the guidance of an RNA molecule after formation of a ribonucleoprotein (RNP) complex. 

The concentrations of Cas9 and guide RNA (gRNA) for RNP formation used to deliver into hiPS 

cells or rodent embryos are quite heterogenous in the literature (Skarnes et al. 2019; Xu et al. 2019; 

Kaneko and Nakagawa 2020; Remy et al. 2017). For instance, RNP molar ratio (Cas9/gRNA) of 1/5 

(Skarnes et al. 2019) have been electroporated to hiPS cells while others used 1/1,3 ratio (Xu et al. 

2019). For rat embryos, 1/26 molar ratio (Kaneko and Nakagawa 2020) has been used whereas us 

and others have used 1/1.6 ratio (Remy et al. 2017). Moreover, conditions were described with mass 

or massic concentration and required calculations to compare between experiments. The mass of one 

molecule of DNA depends on its size which complicates comparison of massic conditions except for 

similar donors. To circumvent this, it would be more appropriate to work in molarity rather than mass 

to facilitate comparison between studies and repetition of experiments in other laboratories. 



In our study, we analyzed the basic molecular aspects of this system to define Cas9 and dual gRNA 

(dgRNA) lowest but most efficient concentration for optimal RNP (Cas9/dgRNA) formation and the 

optimal single-stranded oligonucleotide (ssODN) concentration for the electroporation of hiPS cells 

and rat embryos to generate KI models. We first challenged the system with electroporation of 

different concentrations of Cas9 and Cas9/dgRNA/ssODN ratios into hiPS cells. They permanently 

express GFP and KI converted them into BFP to facilitate the readout by flow cytometry. We then 

checked RNP complex formation efficiency in vitro by nano differential scanning fluorimetry 

(NanoDSF) to define the best RNP (Cas9/dgRNA) ratio. This ratio was finally applied in vivo on the 

hiPS cells GFP to BFP conversion model and rat embryos point mutations model. It improved the 

generation of KI in these two particularly key models of human diseases. In turn, those optimized 

conditions reduced the operating costs of such experiments. 

 

II. Results 

Molecular optimization of GFP to BFP conversion on hiPS cells 
 
Biallelic homozygous GFP iPS cells were converted into BFP expressing cells by CRISPR/Cas9 KI 

using a BFP ssODN (Fig. 1A) and phenotyped by flow cytometry to define different cell populations 

that lost GFP expression and/or acquired BFP expression as a consequence of NHEJ or KI, 

respectively (Fig. 1B). We could define cell subsets that still expressed GFP (presumably with both 

or one GFP allele conserved), that had completely lost GFP expression (presumably biallelic KO), 

that were only BFP expressors but with two different populations of higher and lower levels of 

expression (presumably with one or two alleles with KI) and that co-expressed GFP and BFP 

(presumably one allele each) (Fig. 1B). Using this phenotyping strategy, the edition rate in the GFP+ 

BFP- subpopulation is underestimated because GFP/GFP and GFP/KO (frameshift mutation) cells 

could neither be discriminated from each other nor the generation of indels that do not eliminate the 

fluorescente activity of the GFP (in frame mutation).  

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Molecular optimization of GFP to BFP conversion on hiPS cells. A. Schematic representation of GFP to 
BFP conversion strategy using CRISPR/Cas9 and a BFP ssODN. PAM is written in bold, KI in blue and DraIII 
restriction site is underlined. B. Discrimination of outcomes after CRISPR/Cas9 edition with BFP ssODN on GFP hiPS 
cells using flow cytometry phenotyping. GFP/KO cells cannot be discriminated from GFP/GFP cells using this strategy. 
C. Effect of increased concentrations of Cas9 protein on edition rate (include KI) using Cas9/dgRNA/ssODN 1/1/1, 
1/2/2 ,1/3/3 and 1/4/4 ratios. D. Effect of increased concentrations of Cas9 protein on KI rate using the same ratios. 
Asterisks highlight the statistical differences between conditions using two ways ANOVA (*P≤ 0.05, **P≤0.01, 
***P≤0.001 and ****P ≤ 0.0001). Figure created with BioRender.com. GFP, Green Fluorescent Protein; dgRNA, dual 
guide RNA; ssODN, single-stranded oligonucleotide; BFP, Blue Fluorescent Protein; hiPS, human induced pluripotent 
stem cells. 

0 .2 0 .3 0 .4 0 .5
0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

C o n c e n tr a t io n   C a s 9  (µM )

%
 K

I 
ce

ll
s

1 /1 /1 1 /2 /2 1 /3 /3 1 /4 /4

*

*** **

****
* **
*

*
*

**
**

**
**

*
* *

* * * *
* *
* * *

*

0 .2 0 .3 0 .4 0 .5
0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

C o n c e n tr a t io n   C a s 9  (µM )

%
 E

d
it

ed
 c

el
ls

1 /1 /1 1 /2 /2 1 /3 /3 1 /4 /4

A. 

C. 

5’ …CTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGC… 3’ 
3’ …GAGCACTGGTGGGACTGGATGCCGCACGTCACG… 5’ 

GFP  
locus 

L  V  T  T  L  T  Y  G  V  Q  C 

dgRNA 5’  CTCGTGACCACCCTGACCTA… 3’ 
ssODN BFP 3’ …GAGCACTGGTGGGACTcGgTGCCcCACGTCACG… 5’ 

                        DraIII 
L  V  T  T  L  S  H  G  V  Q  C 

Unedited 
GFP/GFP hiPS cells 

B. 

G
FP

 

GFP- 
 BFP+ 

Edited hiPS cells 
Subpopulation determination 

BFP 

D. 

GFP+  
BFP- 

GFP- BFP+ 

GFP+ 
BFP+ 

GFP+  
BFP- 
GFP-  
BFP- 



Skarnes et al. electroporated 800,000 hiPS cells in 100µL with 20µg of Cas9 (1.2µM), 16µg (5µM) 

of gRNA and 200pmol (2µM), Cas9/sgRNA/ssODN 1/5/2 molar ratio using Amaxa 4D nucleofector 

(Lonza) pulse code CA-137 (Skarnes et al. 2019). For convenience, we decided to also use this 

electoporator but with 200,000 cells in 20µL. For a starting point, we challenged our GFP expressing 

hiPS with 0.2µM or 1µM of Cas9 protein with a Cas9/dgRNA/ssODN ratio of 1/1/1 and 0.5µM or 

with a 1/5/5 ratio. Cells electroporated with 1µM of Cas9 1/1/1 ratio (15% of confluence) display 

about 2 times more toxicity than those with 0.2µM at the same ratio (35% of confluence), preventing 

us from ratio increase with this condition (Fig. S1A). Moreover, we observed even higher toxicity 

with cells electroporated with 0.5µM 1/5/5 ratio (5% of confluence) indicating that this ratio is out of 

the limit that these cells can bear (Fig. S1A). That is why we decided not to repeat these conditions 

and to limit Cas9 concentrations range to 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5µM and Cas9/dgRNA/ssODN ratio to 

1/1/1, 1/2/2, 1/3/3 and 1/4/4. Edition rates (including KO and KI) with 1/1/1 ratio tend to improve 

with increased doses of Cas9 protein from 0.2 µM to 0.5 µM (41.7% and 64.2% respectively) but 

with no significant differences (Fig. 1C). The same trend is observed for all ratios except for 1/4/4 

with 0.5µM of Cas9 protein. For this condition and 0.4µM of Cas9 1/4/4 ratio, we observed less than 

5% of confluence two days after electroporation while having more than 25% of confluence for 1/1/1 

ratio with the same Cas9 concentrations (Fig. S1B), which indicates that the higher limits of doses of 

dgRNA and ssODN we can use have been crossed. The edition rates are similar between ratios for 

each concentration of Cas9 tested.  

For Cas9/dgRNA/ssODN 1/1/1 ratio, KI rates were increased significantly with higher doses of Cas9 

from 0.2 µM to 0.5 µM (5.5% and 17.5% respectively, p=0.0471) (Fig. 1D). This difference between 

0.2 and 0.5µM of Cas9 on KI is also observed with 1/2/2 (10.4% and 26.2% respectively, p=0.0012 ) 

and 1/3/3 (19.6% and 43.0% respectively, p<0.0001 ) ratios. KI rate with 0.4µM of Cas9 is 

significantly higher than 0.2µM for 1/2/2 ratio (25.8% and 10.4% respectively, p=0.0035) and 1/3/3 

(39.0% and 19.6% respectively, p=0.0006). These data confirm that 0.2µM of Cas9 is too low for 

efficient KI and that 0.4µM could be enough. In the same way, increasing Cas9/dgRNA/ssODN ratios 



significantly improved KI rates. For 0.4µM of Cas9, 1/1/1 KI rate (17.1%) is significantly lower than 

1/3/3 and 1/4/4 (39.0% p=0.0005 and 33.6% p=0.0103 respectively). Nevertheless, for 0.5µM of 

Cas9, 1/4/4 KI rate is significantly lower than 1/3/3 (23.5% and 43.0% respectively, p=0.002) and 

could be explained by toxicity (Fig S1B), as discussed for edition. Thus, 0.4µM Cas9 protein seems 

a good compromise between efficacy and toxicity. The toxicity observed for 0.5µM of Cas9 1/4/4 

ratio may be due to high amount of dgRNA not loaded to Cas9 protein. The fact that one Cas9 can 

load only one dgRNA suggest that, if RNP complex formation is efficient, RNP (Cas9/dgRNA) ratio 

may be reduced to use high concentrations of ssODN (2µM tested here) with limited toxicity.  

 

Assessment of RNP complex formation efficiency in vitro by NanoDSF 

RNP complex formation is characterized by a conformational rearrangement which affect Tm and 

could be detected by NanoDSF. To define the efficacy of RNP complex formation and the best ratio 

of dgRNA per protein of Cas9, we obtained the denaturation curve induced by temperature increase. 

Using the first derivative, we determined the melting temperature (Tm) of Cas9 alone (TmCas9) or 

with increased concentrations of dgRNA (TmRNP) matching RNP ratios electroporated into ratmbryos 

and hiPS cells (Fig. 1A and 1B, respectively). In all conditions, addition of dgRNA rEphx2, used for 

the genome editing of rat embryos (Fig. 2A), or dgRNA GFP, used in hiPS genome editing strategy 

(Fig. 2B), induced a drastic Tm increase compared to Cas9 alone and reflects RNP complex 

formation. For molar RNP (Cas9/dgRNA) ratios rEphx2 in favor of Cas9 (RNP 5/1 and 2/1 ratios) 

we observed a denaturation curve with two transitions represented as TmCas9 and TmRNP (Fig. 2A). 

Compared to Cas9 alone (TmCas9 Cas9=43.1°C), TmCas9 for those two RNP ratios were not signicantly 

different (TmCas9 RNP 5/1=42.9°C; TmCas9 RNP 2/1=42.9°C, p=0.4809 and 0.9353, respectively) 

while TmRNP were (TmRNP RNP 5/1=47.8°C ; TmRNP RNP 2/1=48.7°C, p=0.029 for both). These 

results indicate that uncomplexed Cas9 remains in these conditions. With an equal ratio (RNP 1/1) or 

ratios in favor of dgRNA (RNP 1/2, 1/3 and 1/5), we observed only one transition, (TmRNP RNP 1/1= 

49.8°C ; TmRNP RNP 1/2 =49.8°C ; TmRNP RNP 1/3=49.6°C ; TmRNP RNP 1/5=49.7°C) which were 

not significantly different from each others. Moreover, TmRNP for RNP 1/1 ratio is sigificantly 



different from RNP 2/1 ratio (TmRNP RNP 2/1 = 48.7°C; TmRNP RNP 1/1=49.8°C, p=0.0206) and 

Cas9 alone (TmCas9 Cas9=43.1°C; TmRNP RNP 1/1=49.8°C, P<0.0001). This indicate that all Cas9 

have formed an RNP complex with RNP 1/1 and ratios in favor of dgRNA. TmRNP RNP 1/1 with 

dgRNA hiPS GFP is also significantly different from Cas9 alone (TmCas9 Cas9=43.1°C; TmRNP RNP 

1/1=49.5°C, P=0.0029) and ratios in favor of gRNA (RNP 1/2, 1/3 and 1/5) are not sificantlty 

different from each others either. Thus, RNP complex formation is efficient in the conditions used in 

vitro and RNP 1/1 ratio seems optimal for in vivo application.  

 

 

 

Figure 2: Assessment of RNP complex formation efficiency in vitro by NanoDSF. A. NanoDSF curves and derivatives 
used to determine Tm of Cas9 (TmCas9) and RNP complex (TmRNP) for each condition tested with dgRNA rEphx2. B. 
NanoDSF derivatives used to determine TmCas9 and TmRNP with dgRNA hiPS GFP. C. Comparison of RNP complex 
formation efficiency by TmCas9 and TmRNP analysis with increased concentrations of both dgRNA. Asterisks highlight 
the statistical differences between conditions using nonparametric Mann-Whitney tests (nsP>0.05, *P≤0.05, **p ≤ 0.01, 
***p ≤ 0.001 and ****p ≤ 0.0001). Figure created with BioRender.com. dgRNA, dual guide RNA; RNP, 
ribonucleoproteic complex; Tm, melting temperature; hiPS GFP, human induced pluripotent stem cells expressing the 
Green Fluorescent Protein. 
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Highly efficient hiPS GFP to BFP conversion and characterization 

By phenotyping, we compared rates of KI and genome edition (KI and KO) but also the proportion 

of each subpopulation generated by electroporation of hiPS cells with 0.4µM of Cas9, RNP 1/1 or 

1/2 ratios and 2µM of ssODN (Fig. 3A). Increase of ssODN concentrations to 3 or 4µM lead to higher 

toxicity (Fig. S2). We achieved similarly high KI (RNP 1/1=55.4% ; RNP 1/2=54.9%) and edition 

(RNP 1/1=83% ; RNP 1/2=84.4%) efficiencies between RNP 1/1 and 1/2 ratios. Moreover, RNP 1/1 

and 1/2 ratios generated not significantly different proportions of GFP+ BFP- (RNP 1/1=18.0% ; 

RNP 1/2=15.0%), GFP+ BFP+ (RNP 1/1=4.9% ; RNP 1/2=2.5%), GFP- BFP high (RNP 1/1=23.3% ; 

RNP 1/2=24.6%), GFP- BFP low (RNP 1/1=27.2% ; RNP 1/2=27.8%) and GFP- BFP- (RNP 

1/1=27.6% ; RNP 1/2=29.5%).  

These results indicate that 0.4µM of Cas9, with RNP 1/1 ratio and 2µM of ssODN, is sufficient and 

optimal to reach high efficiency of KI generation in hiPS cells. Using cell sorting (Fig. S3) we 

genotyped the subpopulations generated by electroporation of this optimal condition by genotyping. 

DraIII digestion (Fig. 3B), which reflects BFP conversion by ssODN mediated KI, was consistent 

with Sanger sequencing (Fig. 3B). GFP- BFPhigh cells profil analysis showed full DraIII digestion 

and only BFP sequence, demonstrating their expected KI/KI genotype. GFP- BFPlow cells display 

partial (67.6%) DraIII digestion with BFP sequence coupled with various indels profiles on 

sequencing suggesting a KO/KI genotype. GFP+ BFP+ analysis showed also partial (32%) DraIII 

digestion and both GFP and BFP sequences, confirming the expected WT/KI genotype. Sample with 

GFP- BFP- cells was digested in an extremely low proportion by DraIII (digested bands under the 

quantifiable range of the system). This sequence indicated diverse indels profiles and no BFP 

sequence, confirming the expected KO/KO genotype. The coherence between phenotypes and 

genotypes of CRISPR/Cas9 outcomes on the GFP to BFP conversion model validate the power of 

this phenotyping technic. 

 

 

 



Highly efficient point mutations on rat embryos 

To define optimal conditions of KI in one-cell rat embryos, an XbaI restriction site was generated by 

point mutation on the rEphx2 locus using CRISPR/Cas9 and ssODN electroporation (Fig. 4A). KI 

and edition rats were assessed by an heteroduplex mobility assay on microfluidic capillary 

electrophoresis (HMA-CE) (Chenouard et al. 2016), Xba I digestion, sequencing and quantitative 

polymerase chain reaction (qPCR). Increasing Cas9 protein concentration from 0.1µM to 0.2µM 

drastically improved both edition (73.1% and 96.8%, respectively) and KI (30.8% and 51.6%, 

Figure 3: Highly efficient hiPS GFP to BFP conversion and characterization. A. Comparison of KI, edition rate 
and proportions of each subpopulation (defined by phenotyping) between RNP (Cas9/dgRNA) 1/1 and 1/2 ratios with 
2µM of ssODN BFP. Two ways ANOVA test was used to verify the significance of the difference between the two 
conditions tested (nsP>0.05). B. Subpopulation genotyping by DraIII digestion and Sanger sequencing of previously 
sorted subsets. DraIII was performed on GFP amplicon (259bp) which amplified WT, indels and KI alleles. DraIII 
digestion of KI allele generated two bands (136 and 123bp) on capillary electrophoresis. Sequencing was performed 
on GFP amplicon and compared to GFP and BFP sequence. BFP mutation are noted in blue, DraIII restriction site is 
underlined and dgRNA hiPS GFP is written in bold. Figure created with BioRender.com. GFP, Green Fluorescent 
Protein; BFP, Blue Fluorescent Protein; dgRNA, dual guide RNA; ssODN, single-stranded oligonucleotide; WT, Wild-
type; KI, knockin; KO, knockout. 



respectively) rates with RNP 1/1 ratio and 2µM of ssODN (Fig. 4B and Table S1). On the other 

hand, increasing Cas9 protein concentration to 0.4µM reduced KI efficiency (34.2%). RNP 1/2 ratio 

with 0.2µM of Cas9 also reduced KI rate (RNP1/1=51.6% ; RNP1/2=37.5). Toxicity for all conditions 

was comparable to the usual results obtaines following microinjection or unmanipulated rat embryos, 

with more than 25% of birth (table S1). Thus, electroporation of 0.2µM of Cas9 protein with ratio 

RNP1/1 and ssODN 2µM was the optimal condition to achieve high KI efficiency on rat embryos. 

III. Discussion 

Methodologies for application of CRISPR/Cas9 to cells or embryos are very diverse between 

laboratories in particular concentrations of Cas9 protein, gRNA and donor DNA. Those 

concentrations are usually expressed in mass and not in mole, which makes it harder to compare 

different works and extrapolate the molecular rational for each component. In our study, we suggest 

to apply molecular rational on CRISPR/Cas9 for genome editing setup. To do so, we developped a 

technic to verify RNP complex formation efficiency. Indeed, if one Cas9 can only load one gRNA, 

optimal RNP (Cas9/dgRNA) ratio should then be close to 1/1 for efficient conditions of preparation 

of RNP complex. Nevertheless, the use of single or dgRNA as well as the donor DNA matching the 

guide RNA designed for KI may modify this interaction with Cas9 and need to be tested in future 

Figure 4: Highly efficient point mutations on rat embryos. A. Schematic representation of rEphx2 point mutation 
generation by CRISPR/Cas9 and genotyping strategies. PAM is written in bold, KI in blue and DraIII restriction site is 
underlined. B. Highly efficient KI generation on rEphx2 locus using low doses of CRISPR Cas9. Figure created with 
BioRender.com. dgRNA, dual guide RNA; ssODN, single-stranded oligonucleotide; WT, Wild-type; KI, knockin; 
qPCR, quantitative polymerase chain reaction; HMA-CE, heteroduplex mobility assay by capillary electrophoresis. 

n=26 n=30 n=39 n=24 



experiments for each specific gene editing experiment. DSF has been previously used by two teams 

to qualitatively charaterize Cas9 thermostability in the presence of truncated or unfolded gRNA 

(Tillotson 2017) or in the presence of different DNA target binding conditions (Jiang et al. 2016). We 

have also tested this technique (data not shown) but the requirement of a dye make it poorly 

reproducible. NanoDSF is a label and immobilization-free technique that allows very high sensibility 

and reproducibility. With this method we can highlight the modification of thermal stability of the 

Cas9 protein induced by its complexation with dgRNA. This assay emphasis the importance of 

optimal RNP complex formation for efficient edition and KI, eventhough it is rarely studied in the 

literature. Futher experiments need to be performed to explore other guide RNAs and different 

formats. 

This rational molar optimization of Cas9 and dgRNA prevented excess of free dgRNA to limit 

toxicity and allowed the use of higher ssODN concentrations in vivo. It facilitated KI model 

generation both on iPS cells and rat embryos by defining optimal conditions as 0.4µM and 0.2µM of 

Cas9 protein respectively, with RNP 1/1 ratio and 2µM of ssODN. Using these conditions, we reached 

more than 50% of KI for both models while greatly reducing our costs for reagents. Our study 

demonstrate that it is not necessary to use neither high amount of Cas9 nor high RNP (Cas9/gRNA) 

ratio to achieve high KI rate compared to previously published conditions in hiPS cells (Skarnes et 

al. 2019; Xu et al. 2019) and rats (Kaneko and Nakagawa 2020; Remy et al. 2017) by us and others.   

This optimization will accelerate the development of KI models using CRISPR/Cas9. In particular 

for the rat, it will reduce the number of embryos necessary to develop a model and more easily tends 

toward 3Rs. Moreover, this study may pave the way for more efficient KI with long DNA donor by 

increasing the chance of DNA donor occurence at Cas9 cut site with rational molar approach. 

 

 

 



IV. Material and Methods 

CRISPR/Cas9 components and RNP formation 

Cas9 protein, crRNA and tracrRNA were purchased from Integrated DNA Technologies (Alt-R® 

CRISPR Cas9 system) as well as ultramer ssODN modified on both extremities with 

phosphorothioate bonds. Sequences are specified in table S2.   

Dual gRNA is formed by equimolar incubation of crRNA and tracrRNA in Nuclease Free Duplex 

Buffer (30 mM HEPES, pH 7.5; 100 mM potassium acetate) from Integrated DNA Technologies. It 

is denatured 5minutes at 95°C and incubated 5min at 25°C to ensure correct folding of dgRNA. RNP 

complex is formed by incubation of Cas9 protein and dgRNA 10 minutes at 25°C in HEPES 20mM, 

KCl 150mM, pH7,5 buffer. Concentrations used are specified for each experiment. ssODN is added 

at concentrations specified for each experiment after RNP formation. 

NanoDSF 

10 µL of RNP complex prepared with 0.75 µM of Cas9 were loaded into nanoDSF grade high 

sensitivity capillaries (NanoTemper Technologies) and installed on capillary array on the Prometheus 

NT.48 NanoDSF instrument (NanoTemper Technologies). The temperature was increased from 

20 °C to 95 °C with a linear thermal ramp (at a rate of 1 °C/min). Changes in fluorescence of 

tryptophan at 330 and 350 nm were recorded at a rate of 10 datapoints per minute. The 350/330 nm 

ratio of the two wavelengths were plotted against temperature and the first derivative analysis allowed 

the determination of melting temperatures (Tm) using the PR.Therm Control Software.  

hiPS cells 

Culture of hiPSC and generation of GFP iPSC lines 

iPSC were cultured in feeder-free culture conditions: stem cell-qualified Matrigel-coated plates 

(0.1 mg/mL; BD Bioscience) with mTeSR (Stem Cell Technologies) and passaged using the 

Passaging Solution XF (StemMACSTM, Miltenyi Biotec). When using single cells suspension, cells 

were detached with TrypLE™ Express Enzyme (Thermofisher Scientific _ 12605010) and culture 

medium was supplemented with 10µM Rock inhibitor Y27632 (Sigma_ 104M4646V). 



For the GFP expressing lines, 106 human induced pluripotent stem cells “LON71-019” (Gaignerie et 

al. 2018) were transfected with 3µg TALEN R + 3µg TALEN L + 4.8µg AAV-CAGGS-EGFP 

(addgene #22212) using Amaxa™ Nucleofector™ II (P3 kit, B-16 program) to obtain KI in the AAV 

locus. Clones were manually selected and first maintained on matrigel-coated plates with Stemflex, 

then switched to mTeSR1 medium. Genomic PCR of the AAV locus allowed to select cells that were 

bi-allelically edited. Genomic integrity of edited lines was performed with Integragen SNP. 

GFP to BFP edition  

Gentle TryplE (Gibco) enzymatic digestion was performed to obtain single cells suspension. 200k 

cells, resuspended in P3 Primary Cell NucleofectorTM Solution (Lonza), were mixed with RNP 

complex and the ssODN that contains the sequence that will edit GFP to BFP sequences as well as a 

new DraIII restriction site (Glaser et al. 2016) followed by electroporation in 16-well Nucleocuvette® 

Strips (Lonza) using CA-137 program. Seven days after transfection, cells were dissociated using 

TryplE. Dead cells were stained with Fixable Viability Stain 440UV (BD biosciences). Cells were 

analyzed using BD FACSCelesta™ (GFP: laser: 488nm, filter: 530/30; BFP: 405nm laser: 450/40, 

Viability: laser Ultraviolet, filter: 379/28) and sorted with BD FACSAria™ (GFP: laser: 488nm, 

filter: 530/30; BFP: 405nm laser: 450/40). 

Animals 

Sprague-Dawley (SD) rats were the only strain used and were sourced from Janvier Labs (Le Genest-

Saint-Isle, France). All the animal care and procedures performed in this study were approved by the 

Animal Experimentation Ethics Committee of the Pays de la Loire region, France, in accordance with 

the guidelines from the French National Research Council for the Care and Use of Laboratory 

Animals (Permit Numbers: CEEA-PdL-2020-26567). 

Electroporation of rat intact zygotes and embryo transfer 

The electroporation procedure and embryo transfer were performed as previously described (Remy 

et al. 2017). Briefly, fertilized 1-cell stage embryos were collected from super-ovulated prepubescent 



females (30IU PMSG at day-2 before breeding and 20IU HCG the day of breeding; Intervet, France) 

and kept in M16 medium at 37°C under 5% CO2 until electroporation. 

Electroporation with dgRNA/Cas9 RNP complex was performed using the NEPA21 system (NEPA 

GENE Co. Ltd, Sonidel, Ireland) at 300V 0,5ms to limit toxicity. Surviving embryos were implanted 

the same day in the oviduct of pseudo-pregnant females (0.5dpc) and allowed to develop until 

embryonic day 14 (E14). 

Genotyping 

Briefly, hiPS cells and E14 embryos were digested overnight at 56°C in 1mL of tissue digestion buffer 

(Tris-HCl 0.1 mol/L pH 8.3, EDTA 5 mmol/L, SDS 0.2%, NaCl 0.2 mol/L, PK 100 µg/mL). The 

CRISPRs nuclease targeted regions were PCR amplified from diluted lysed samples (1/20) with a 

high-fidelity polymerase (Herculase II fusion polymerase). To detect gene edition, locus specific 

primers GFP and rEphx2 (Table S2) were used and mutations were analyzed using a heteroduplex 

mobility microfluidic capillary electrophoresis assay as previously described in detail (Chenouard et 

al. 2016) followed by PCR amplicon direct digestion by XbaI and sequencing. qPCR was done with 

primers described in table S2 to quantify both WT and KI alleles. 

Statistical test 

Graphs and statistical analyses were generated using GraphPad Prism v5.03. Two ways ANOVA tests 

were performed to compare KI rate, edition rate and subpopulation proportion on hiPS GFP locus. 

NanoDSF Tm comparison were performed using nonparametric Mann-Whitney tests. 
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Données non publiées : étude des larges délétions autour du site de coupure 
La présence de larges délétions (plusieurs Kb) en 5’ et 3’ du locus ciblé (Exon1) sur rEphx2 a été analysée 

suite aux résultats précédemment décrits (Chenouard et al., 2021b). Les amorces PCR et qPCR utilisés sont 

détaillés dans la Erreur ! Source du renvoi introuvable. et les résultats de chaque analyse PCR pour chaque e

mbryon est détaillé en Annexe 3. 

Dans l’étude décrite dans la section précédente (Chenouard et al., 2021b), les animaux ont été génotypés 

grâce à une analyse PCR sur un fragment de 0,67Kb (rEphx2 Up / rEphx2 Lo) analysé par HMA-CE 

(Chenouard et al., 2016b), puis soumis à une digestion XbaI et séquencés (méthode Sanger). En parallèle, 

l’analyse par qPCR de la présence ou non d’un allèle normal (188For / WT16Rev) ou KI (188For / 

KI16Rev) a permis de confirmer ces résultats et de détecter des anomalies. En effet, sur certains animaux, 

le taux d’amplification de ces qPCR était inférieure à 100% et les autres analyses ne semblaient pas indiquer 

d’évènements particuliers.  

Nous avons donc par la suite vérifié la présence de larges délétions autour du DSB par une amplification 

PCR sur 2,16Kb (rEphx2 Lo2 / rEphx2-LongUp) et 3,69Kb (rEphx2 Lo4 / rEphx2-LongUp) et une analyse 

par HMA-CE suivies d’une digestion XbaI. Une analyse qPCR sur une zone du promoteur ainsi que sur 

l’exon2 nous ont permis de mettre en évidence des délétions qui vont au-delà de ces deux zones. De plus, 

sur plusieurs animaux la corrélation de l’ensemble des données HMA-CE et qPCR nous a permis de déduire 

des larges délétions non détectées sur la PCR de 3,69Kb. Après analyse, il apparaît que ces délétions de 

plusieurs kilobases sont très fréquentes mais le seraient légèrement moins avec une dose de 0,2µM de Cas9 

(40,0%) comparé à 0,1µM (50,0%) ou 0,4µM (56,4%) sur les embryons de rats Tableau 4. De plus, l’ajout 

d’un excès de dgARN (0,2µM Cas9, RNP1/2, 2µM ssODN) semblerait aggraver très fortement ce 

phénomène (87,5%). Il sera donc nécessaire par la suite de comparer ces conditions sur un autre locus afin 

de vérifier si la présence de dgARN en excès pourrait augmenter la génération de larges délétions au DSB. 

De plus, d’autres techniques devront être utilisées pour vérifier l’ampleur des évènements non contrôlés. 

Tableau 4: Analyse du taux de larges délétions détectées par la PCR de 2,16 Kb et 3,69Kb ainsi que par les différentes qPCR pour les 
conditions de CRISPR/Cas9 testées ciblant le locus rEphx2. 

La présence de « off-target » sur 6 loci déterminés comme étant les plus risqués (CRISPOR) a été vérifiée 

par PCR et aucun de ces phénomènes n’a été détecté sur les quelques conditions testées. 

Condition Large Del Missed Large Del 3' Total Large Del 

0,1µM Cas9 1/1 +2µM ssODN 46,2% 3,8% 50,0% 

0,2µM Cas9 1/1+2µM ssODN 26,7% 13,3% 40,0% 

0,4µM Cas 1/1+2µM ssODN 56,4% 0,0% 56,4% 

0,2µM Cas9 1/2+2µM ssODN 87,5% 0,0% 87,5% 
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Amélioration de l’import nucléaire du donneur ADN 

Un enjeu majeur de l’édition de génome chez le rat est l’efficacité de KI en utilisant un long donneur. En 

particulier, l’électroporation accélère et facilite grandement la génération de modèles génétiquement 

modifiés mais ne permet pas, à l’heure actuelle, l’utilisation de longs donneurs. L’ingénierie du système 

CRISPR/Cas9 pour l’utiliser comme navette de transport au noyau pour l’ADN donneur semble donc une 

bonne stratégie comme décrit précédemment. La preuve du concept a été obtenue avec un ssODN. 

Le premier projet de rapprochement du donneur que nous avons initié au début de ma thèse était basé sur 

une nouvelle stratégie d’hybridation du donneur sur la « stem loop » 3 du gARN, dont l’accès est libre 

lorsque le complexe RNP est formé (Figure 32) (Nishimasu et al., 2014).  

Cette zone nous a donc semblé propice à l’ingénierie. Ce projet a été initié avec les premiers éléments de 

la caractérisation et optimisation du complexe RNP dont nous disposions à ce moment (données DSF) soit 

un ratio RNP (Cas9/sgARN) 1/5. Nous avons conçu un ADN donneur contenant une séquence 

complémentaire à cette boucle pour former une structure double brin hybride ADN/ARN et permettre sa 

liaison au gARN. Deux versions de cet ADN ont été testées (Figure 33A). La première, nommée « V2 » 

porte cette séquence complémentaire en 3’ et l’autre, nommée « V2’ » la porte en 5’. Ces différentes 

conditions ont été électroporées dans des HEK293T avec l’électroporateur NEPA21 (Sonidel), et avec les 

concentrations suivantes 0,2µM de Cas9 avec 1µM sgARN IVT et 1µM ssODN. Malgré de nombreuses 

optimisations sur le protocole le plus adapté pour former cet hybride, les résultats ne montrent pas de 

différences significatives par rapport à la condition contrôle (Figure 33B). Ce résultat pourrait être dû au 

fait que notre stratégie entre en compétition avec la boucle native qui se forme avec beaucoup plus de 

Figure 32: Structure du complexe RNP déterminé par cristallographie (PDB 4OO8) d'après Nishimasu et al. 2014.  
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chance que notre hybride ADN/ARN. Toutefois, la présence de la séquence complémentaire au sgARN en 

3’ du ssODN a tendance à être plus délétère (V2) que le fait de l’ajouter en 5’ (V2’).  

Suite aux résultats de notre première approche, j’ai développé une deuxième stratégie ciblant à nouveau la 

« stem loop » 3 du gARN mais en utilisant un gARN tronqué sur la moitié de cette boucle. De cette façon, 

il n’y a plus de compétition possible avec cette boucle et l’activité du gARN est conditionnée à la présence 

d’un ADN donneur hybridé sur celle-ci pour rétablir une structure similaire au sgARN normal (Figure 34).  

Toutefois, les résultats préliminaires in vitro indiquent que l’hybride ADN/ARN ne permet pas de rétablir 

la fonctionnalité du sgARN IVT tronqué (Figure 35). Cette stratégie a donc été abandonnée. 

V2 V2’ 
sgRNA 

Figure 33: Rapprochement du donneur par hybridation du ssODN sur la « stem loop 3 » du sgRNA après électroporation de HEK293T avec 
Cas9 IDT 0,2µM, RNP 1/5 (sgARN hAAVS1 IVT 1µM) et 1µM ssODN XhoI. A. Schéma de l’hybridation de chaque ssODN testé (en rouge) 
sur le sgRNA IVT (en noir). B. Comparaison des taux de KI/Edition en fonction des ssODN testés. Test statistique non paramétrique Mann-

Whitney (nsP>0,05). 

A. 
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Figure 34: Schéma de l'hybridation de l'ADN donneur (en rouge) sur le sgARN IVT tronqué (en noir). 
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Depuis, quelques stratégies de rapprochement du donneur ont été décrites dans la littérature avec des 

résultats prometteurs mais qui demandent à être confirmés par d’autres équipes et dans d’autres 

applications, en particulier sur des hiPSC et en transgénèse. Ces stratégies sont discutées dans la section 

Discussion.  

Figure 35: Comparaison de la fonctionnalité du complexe RNP normal et du complexe RNP contenant le gARN tronqué par CIV-CE. 

Produit de PCR non coupé (670pb) 

Coupure 
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IV. DISCUSSION & PERSPECTIVES 

Caractérisation et optimisation de la formation de complexes RNP 

fonctionnels 

Les différentes techniques que j’ai testées ont été comparées ci-dessous (Tableau 5). La majorité d’entre 

elles requiert soit l’immobilisation (SPR) soit le marquage de Cas9, soit du gARN (Thermophorèse, DSF). 

Ces réactifs ou étapes ne sont déjà pas faciles à obtenir et peuvent, en fonction du site modifié ou des 

réactifs utilisés, affecter leur activité. 

Tableau 5: Comparaison des techniques utilisées pour évaluer la formation du complexe RNP. 

 

La technique de NanoDSF permet l’utilisation du DSF qui a montré des résultats intéressants tout en 

s’affranchissant des inconvénients de celui-ci puisque cette technique ne requiert ni marquage, ni 

fluorophore, ni immobilisation. Elle a permis de définir les conditions optimales de formation du complexe 

RNP qui vont pouvoir être utilisées in vivo. De plus, plusieurs tests sont en cours pour aller plus loin dans 

l’analyse du système CRISPR/Cas9 et mieux comprendre les interactions entre le RNP, des gARN libres, 

ssODN, dsADN, cible ADN ou l’activation du RNP par le MgCl2. En effet, cette technique permet de 

détecter tous les changements de conformation de Cas9 induits par ces interactions. Cette technique est peu 

décrite dans ce cadre et présente un grand intérêt notamment pour vérifier la qualité du système. 

Pour l’analyse fonctionnelle in vitro, les tests sur produits de PCR ne reflètent pas réellement les conditions 

in vivo. Toutefois, les résultats obtenus nous ont amené à avoir une approche moléculaire plus raisonnée et 

Technique / Analyse Avantages Inconvénients 

SPR 
Affinité de liaison 

Faibles quantités utilisées 

Pas de marquage 

Immobilisation nécessaire 

Coût et complexité d’utilisation 

(prestation par une plate-forme) 

Thermophorèse MicroScale 
Affinité de liaison 

Faibles quantités utilisées 

Pas d’immobilisation 

Facile d’utilisation 

Marquage nécessaire 

Agrégation de Cas9 

Coût modéré 

DSF 
Thermostabilité de la protéine 

Utilisable sur un thermocycleur 

temps réel 

Faible coût 

Fluorophore peu reproductible 

Quantité d’échantillons 

(quadriplicats) 

NanoDSF 
Thermostabilité de la protéine 

Pas de marquage ni immobilisation 

Facile et rapide 

Mesure possible de l’agrégation 

Coûts (prestation par une plate-

forme) 
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à mieux maîtriser nos réactifs. Les tests sur ADNg permettront de mieux caractériser l’activité de Cas9 et 

de pouvoir extrapoler les résultats aux conditions utilisées in vivo. Néanmoins il reste à définir les 

conditions d’expérimentation qui permettront à ce test d’être fiable. 

Les techniques de « single-molecule fluorescence resonance energy transfer » (smFRET) et « Beacon » 

moléculaire ont été utilisées précédemment par d’autres équipes pour caractériser le système CRISPR/Cas9 

et semblent intéressantes à étudier pour de futurs tests. Par exemple, ces techniques pourront être utiles 

pour optimiser les stratégies de rapprochement du donneur ou également pour mieux comprendre l’effet 

d’un ADN donneur sur l’augmentation de l’édition par CRISPR/Cas9. 

 Single-molecule fluorescence resonance energy transfer (smFRET) 
Le smFRET permet une analyse dynamique molécule par molécule. En marquant les deux partenaires 

d’intérêt avec Cy5 et Cy3 (différents domaines de Cas9, ADN cible…), il est possible de caractériser leurs 

interactions (Figure 36). Cette technique a notamment permis de définir et confirmer le rôle des domaines 

de Cas9 ainsi que les cinétiques des mouvements observés (Singh et al., 2016; Jiang et al., 2016; Sternberg 

et al., 2015). Pour cela, un ADN biotinylé d’intérêt est immobilisé sur une lame revêtue de neutravidine. 

Le transfert de fluorescence entre un donneur (Cy3) et un accepteur (Cy5) permet de mettre en évidence la 

proximité des deux molécules au cours du temps. En effet, lorsque les deux molécules sont proches 

l’accepteur émettra grâce à l’excitation du donneur, c’est l’effet FRET. Lorsqu’elles sont trop éloignées, 

seul le donneur émettra. Cette technique permet donc une analyse dynamique et sensible mais requiert le 

marquage des deux partenaires ainsi que l’immobilisation de l’ADN cible. Ces contraintes peuvent donc 

influencer les résultats observés mais permettent toutefois une analyse intéressante du système. 

Figure 36: Single-molecule FRET pour caractériser les interactions entre le RNP-Cy5 et l'ADN d’intérêt biotinylé et marqué à Cy3 
d’après Singh et al., 2016. A. Schéma de fonctionnement du smFRET avec induction d’un haut signal FRET par la liaison d’un 

complexe RNP marqué par Cy5 sur un ADN marqué par Cy3 immobilisé au support par interaction biotine/avidine. B. Exemple de 
résultat obtenu avec la détection de la fluorescence émise par le donneur (en vert) ou l’accepteur (en rouge). L’effet FRET, et donc la 

proximité des deux molécules d’intérêt, est démontré par l’émission de fluorescence de l’accepteur. 

A. B. 
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 Beacon 
La technique de Beacon moléculaire permet une analyse cinétique de la fixation du complexe RNP à sa 

cible ADN (Mekler et al., 2016). Pour cela, un ADN beacon contenant un fluorophore sur un brin et un 

quencher sur l’autre est utilisé (Figure 37). En présence du complexe RNP, le brin contenant le quencher 

est libéré par formation de l’hétéroduplex ADN:ARN et induit la fluorescence qui peut être mesurée au 

cours du temps. Cette technique a notamment été utilisée pour caractériser la formation de la boucle R du 

RNP avec un ADN cible. 

Application à l’édition de génome in vivo sur iPSC humaines et embryons 

de rats 

L’optimisation moléculaire du système CRISPR/Cas9 a notamment permis de déterminer les conditions 

idéales d’édition de génome. En effet, nous avons atteint plus de 50% de KI sur iPSC humaines et embryons 

de rat avec 0,4µM ou 0,2µM de Cas9 respectivement avec un ratio Cas9/dgARN 1/1 et une concentration 

en ssODN de 2µM. Cette étude démontre qu’il n’est pas nécessaire d’utiliser de fortes doses de CRISPR 

pour éditer de façon efficace. 

Il a été démontré par de nombreuses équipes que l’édition par CRISPR/Cas9 pouvait engendrer des 

évènements incontrôlés (Burgio and Teboul, 2020; Cullot et al., 2019; Rezza et al., 2019; Sledzinski et al., 

2021). Nous avons donc vérifié la présence de larges délétions autour du DSB par PCR et qPCR et avons 

Figure 37: Schéma et exemple d'expérience de Beacon moléculaire sur CRISPR/Cas9 en utilisant un ADN cible contenant sur un brin un 
fluorophore et sur l’autre un quencher d’après Mekler et al. 2016. 

Beacon 1 

Beacon 1 PAMmut 
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détecté une fréquence importante. Cette fréquence pourrait être augmentée en présence d’un excès de 

dgARN mais la confirmation de cette hypothèse préliminaire nécessite de nouvelles expériences. Ces 

aspects n’étaient pas l’objet de notre étude et l’ensemble des réarrangements possibles n’a pas été analysé 

en profondeur. En effet, la technique de qPCR ne nous permet pas d’approfondir ces aspects, c’est pourquoi 

nous développerons le NGS dans l’avenir par une collaboration entre les plates-formes TRIP et iPS. Il est 

important de vérifier l’impact de la diminution des doses de Cas9 et de gARN sur ces évènements beaucoup 

trop fréquents. De la même façon, nous pourrions imaginer que les concentrations en ADN donneur 

pourraient également influencer la fréquence et le type de ces évènements.  

Cette étude s’est limitée à des petits donneurs ssODN, par manque de temps dans le cadre de ma thèse et à 

cause des restrictions liées à la crise sanitaire (fermeture du laboratoire et de l’animalerie plusieurs mois…). 

L’amélioration de l’efficacité de KI pour des longs donneurs ADN (au moins 500pb, idéalement plusieurs 

kb) est un point essentiel que nous cherchons à atteindre depuis le début de mon projet de thèse. Toutefois, 

la taille de ces donneurs ne permet pas d’apporter un grand nombre de molécules. Pour un dsADN de 4,7Kb 

nous avons précédemment microinjecté 2ng/µL (0,7nM) et électroporé 100ng/µL (34,4nM) chez le rat pour 

cibler le locus rEphx2 (Remy et al., 2017). En diminuant Cas9 de 3µM précédemment à 200nM avec nos 

conditions optimisées, le nombre de Cas9, et donc de complexe RNP par ADN donneur passe de 4300 à 

287 en microinjection et 87 à 6 par électroporation (nombre théorique ne prenant pas en compte l’efficacité 

d’électroporation). Les longs ADN donneur n’entrent pas naturellement dans le noyau, cette approche ne 

sera donc pas suffisante mais facilite toutefois l’obtention d’un rapport RNP/ADN donneur plus proche de 

1 et devra au moins être couplée à une approche de rapprochement du donneur pour espérer obtenir des KI 

par électroporation. L’activation de molécules importantes pour les mécanismes de réparation médiés par 

homologie pourra également être utilisée en complément.  

Pour le cas des modèles d’hiPSC, nous avons réussi à induire des KI avec une efficacité élevée (environ 

50%), notamment pour les KI homozygotes (environ 20%). La proportion de cellules hétérozygotes portant 

à la fois l’allèle normal (GFP) et l’allèle KI (BFP) est néanmoins très faible (<10%) dans notre étude. La 

correction spécifique ou la génération d’une mutation uniquement sur un seul allèle est difficile à réaliser. 

Une équipe a réussi à corriger une mutation liée à la myopathie centronucléaire (maladie autosomale 

dominante) par l’utilisation d’un gARN spécifique de la mutation d’intérêt sans sélection par antibiotique 

(Rabai et al., 2019). Cette stratégie est très intéressante pour corriger spécifiquement un allèle pathologique 

mais ne peut pas être appliquée à la création de modèles cellulaires génétiquement modifiés. Puisque notre 

taux général de KI est élevé, nous avons décidé de tester l’utilisation, en plus du ssODN avec la mutation 

BFP, d’un ssODN contenant la séquence de la GFP et des mutations silencieuses permettant d’empêcher la 

coupure par le gARN GFP et faciliter le génotypage. Par compétition entre ces deux ssODN GFPmuté et 

BFP, nous espérons augmenter la proportion de cellules GFP/BFP dans notre population (Brandão et al., 

2021). 
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Amélioration de l’import nucléaire du donneur ADN  

Les deux stratégies de rapprochement du donneur via la « stem loop » 3 du gARN que nous avons testées 

ne nous ont pas permis d'améliorer significativement le KI sur cellules. Nous n’avons donc pas poursuivi 

ces approches in vivo. Des stratégies de rapprochement du donneur ont été décrites depuis nos tentatives 

(Chenouard et al., 2021a) et sont détaillées ci-dessous (Tableau 6).  

Tableau 6: Description des stratégies de rapprochement du donneur décrites dans la littérature avec leurs avantages et inconvénients. 
 Nom / type de cellules Description Avantages Inconvénients Références 
Via Cas9 
protéine 

Cas9-Avidin-Biotin 
ssDNA  
(CAB) 
/ HEK293T et 
embryons de souris 

Cas9 fusionné à 
Avidine en C-ter par 
un linker de 16 acides 
aminés 
ADN donneur 
biotinylé 

Cas9-avidine 
utilisable pour tous 
les projets 
ADN donneur 
facile à générer 
Système Avidine 
/biotine bien étudié  

Production de Cas9 
modifiée 
Capacité de Cas9 de 
se décrocher du 
donneur inconnue 

(Ma et al., 
2017) 

Cas9 et Mb3Cas12a-
monomeric 
streptavidin  
(Cas9-mSA) 
/ embryons de souris 

Cas9 fusionné à 
Avidine en C-ter par 
un linker de 16 acides 
aminés 
ADN donneur 
biotinylé 

Cas9-avidine 
utilisable pour tous 
les projets 
ADN donneur 
facile à générer 
Système Avidine 
/biotine bien étudié  

Production de Cas9 
modifiée 
Capacité de Cas9 de 
se décrocher du 
donneur inconnue 

(Gu et al., 
2018; 
Wang et 
al., 2020b) 

Cas9-Porcine 
Circovirus 2 Rep 
protein  
(Cas9-PCV) 
/ HEK293T et U2-OS 

Cas9 fusionné à Rep 
protéine 
ADN contenant la 
séquence de 
reconnaissance 

Cas9-Rep utilisable 
pour tous les 
projets 
ADN donneur 
facile à générer 
 

Production de Cas9 
modifiée 
Système peu connu 
Capacité de Cas9 de 
se décrocher du 
donneur inconnue 

(Aird et al., 
2018) 

Azido-Cas9 protéine 
/ HEK293T et 
embryons de souris 

Cas9 chimiquement 
modifié pour porter un 
groupement Azide se 
conjugue à un ADN 
donneur 
dibenzylcyclooctyne 

Possibilité 
d’utiliser un ADN 
adaptateur 

Préparation des 
réactifs complexe 
Capacité de Cas9 de 
se décrocher du 
donneur inconnue 

(Ling et al., 
2020) 

Via 
gARN 

S1mplex 
/ WA09 hESC et 
GM04192 hiPSC 

sgARN inclut un 
aptamer S1m qui 
reconnait la strepativin 
ADN donneur 
biotinylé 

Cas9 non modifiée 
ADN donneur 
facile à générer 
Système Avidine 
/biotine bien étudié 

Guide à préparer 
pour chaque projet 
Long guide ARN 
difficile à préparer 
Capacité de Cas9 de 
se décrocher du 
donneur inconnue 

(Carlson-
Stevermer 
et al., 
2017) 

gDonor 
/ HEK293T 

Conjugaison de guide 
ARN et de l’ADN 
donneur 

Cas9 non modifiée 
 

Préparation des 
réactifs complexe 
Capacité de Cas9 de 
se décrocher du 
donneur inconnue 

(Lee et al., 
2017) 

Via 
complexe 
RNP 

Truncated Cas9 
target sequences 
(tCTSs) 
/ lymphocytes T, T 
CD4 et CD8, Treg, 
NK, gdT, lymphocytes 
B, HSC, iPSC-CD34+ 

Ajout d’une séquence 
de 39 bases sur chaque 
extrémité de l’ADN 
donneur pour que le 
RNP se fixe dessus 
mais ne coupe pas 

Cas9 et guide ARN 
non modifiés 
ADN donneur 
facile à préparer 

Utilise des 
molécules de RNP 
qui ne seront pas 
disponibles pour la 
coupure 
 

(Nguyen et 
al., 2020) 
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La plupart de ces stratégies proposent de modifier Cas9 ; cela peut engendrer des pertes d’efficacité en 

comparaison à la protéine commerciale que nous utilisons. De plus, la production de Cas9 sous forme de 

protéine est complexe. Il est également possible d’agir sur le guide ARN mais les modifications chimiques 

et la production de longs ARN (supérieurs à 100 bases) sont difficiles. La stratégie tCTSs me paraît donc 

être un bon choix puisque ni Cas9, ni le guide ARN ne sont modifiés. Il sera ainsi possible d’utiliser les 

réactifs commerciaux que nous avons optimisés et qui ont été améliorés par le fournisseur pour une 

efficacité maximale. De plus, cette stratégie est très simple puisqu’il suffit d’ajouter 39 bases (Figure 38) 

de part et d’autre des bras d’homologie de l’ADN donneur lors du design (Nguyen et al., 2020). Par 

déduction, les stratégies utilisant un plasmide linéarisation in vivo par coupure CRISPR pourraient 

probablement permettre l’import nucléaire de l’ADN donneur par le même mécanisme (Aida et al., 2016; 

Yao et al., 2017; Zhang et al., 2017) et peuvent également, sur le principe, être une alternative. 

 

Les tests ont été réalisés uniquement sur cellules immunitaires et des cellules hématopoïétiques dérivées 

d’iPS, avec des donneurs double brin allant de 1,3 à 2,1Kb. Cette technique mérite d’être testée sur 

embryons de rats avec de longs donneurs par électroporation pour vérifier s’il est possible d’importer au 

noyau le donneur ADN de cette façon. L’application de cette technique à la modélisation de maladies 

génétiques sur hiPSC est également d’intérêt.  

 

  

Figure 38: Schéma de la stratégie de rapprochement du donneur par tCTS d'après Nguyen et al 2020. 



Page 90 sur 162 

 

V. Conclusion générale 

Depuis ma première utilisation de CRISPR/Cas9, j’ai parcouru beaucoup de chemin. En particulier, ce 

projet de thèse m’a beaucoup enrichie scientifiquement mais aussi humainement.  

Ces six années à travailler aux développements de modèles de rats et plus récemment aux modèles d’hiPSC 

m’a permis d’engranger un grand nombre de connaissances, que ce soit sur la réparation des cassures double 

brin ou les outils d’édition de génome, en particulier, tous les aspects moléculaires du système 

CRISPR/Cas9 et bien d’autres. J’ai ainsi pu mesurer les enjeux de la modélisation animale et cellulaire 

mais également la portée que notre travail pourrait avoir à l’avenir en thérapie génique pour les patients. Je 

suis fière d’apporter ma pierre à l’édifice. 

La boîte à outils CRISPR va bien au-delà de Cas9 et est d’une richesse et d’une portée qui n’a de limites 

que notre imagination (Figure 39 d’après Shelake et al., 2019). Je pense que c’est l’avenir de la biologie 

moléculaire. Lorsque j’avais l’âge de lire « Sciences et Vie Junior », j’ai découvert l’édition de génome à 

travers un article sur la société Cellectis et son énorme potentiel m’a fait rêver. Lorsque j’ai décidé de 

travailler dans la recherche médicale, c’est donc tout naturellement que je me suis dirigée vers ce domaine. 

Je suis donc particulièrement heureuse d’avoir travaillé sur cet outil de pointe et d’avenir et, en particulier, 

d’avoir eu l’opportunité d’en étudier les mécanismes moléculaires. J’espère que mon travail sera utile et 

fera avancer ce domaine. 

Figure 39: Représentation de la complexité et richesse de la boîte à outils CRISPR d'après Shelake et al., 2019. 
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D’un point de vue humain, l’aventure de la thèse est un parcours du combattant que je suis contente de voir 

enfin aboutir. Trouver l’équilibre entre ma vie professionnelle et personnelle avant ma thèse n’avait pas été 

facile avec l’arrivée de mon premier enfant 1 an avant le début de ma thèse. Cela a été particulièrement un 

défi pour moi dans ce contexte épidémique avec l’arrivée de mon deuxième enfant quelques mois après le 

premier confinement. La facilitation du télétravail m’a été d’une aide précieuse pour trouver cet équilibre. 

La prolongation de mon contrat de 6 mois m’a en partie permis de rattraper le retard accumulé mais les 

difficultés liées la crise sanitaire (fermeture du laboratoire et de l’animalerie, fermeture des écoles, 

confinements à répétitions, pénuries de cônes…) m’ont rendu cette dernière année particulièrement 

difficile. Je n’aurais pas pu aboutir à ce résultat sans le soutien de mes collègues et de mes proches que je 

remercierai en temps voulu. Le parcours de la thèse est parsemé d’embuches et il ne vaut mieux pas le 

traverser seul. L’aventure CRISPR continue pour moi encore quelques années et toujours bien entourée au 

CRTI. 
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The rat has been extensively used as a small animal model. Many genetically engineered
rat models have emerged in the last two decades, and the advent of gene-specific
nucleases has accelerated their generation in recent years. This review covers the
techniques and advances used to generate genetically engineered rat lines and their
application to the development of rat models more broadly, such as conditional
knockouts and reporter gene strains. In addition, genome-editing techniques that remain
to be explored in the rat are discussed. The review also focuses more particularly on two
areas in which extensive work has been done: human genetic diseases and immune
system analysis. Models are thoroughly described in these two areas and highlight the
competitive advantages of rat models over available corresponding mouse versions. The
objective of this review is to provide a comprehensive description of the advantages and
potential of rat models for addressing specific scientific questions and to characterize
the best genome-engineering tools for developing new projects.

Keywords: CRISPR-Cas9, rat, knockout, knockin, transgenesis, genetic diseases, immune genes

INTRODUCTION

Genetically modified animal models are essential to answering questions in biology, modeling
human and non-human animal diseases, and generating therapeutic recombinant proteins. Among
animal models, small laboratory mammals are often used because they share many biological
features with humans, housing them is easy and relatively inexpensive compared tomaintenance of
large animals, and ethical issues are less prominent than with species such as non-human primates.
Among the small laboratory animal models, the rat has been used since at least 1856 (Philipeaux,
1856) and still is an important experimental model (between 9 and 18% of all laboratory models in
the EU, The Commission to the European Parliament and the Council, 2015-2017).
Certain intrinsic characteristics of the rat, such as its larger size (10 fold) compared to the mouse,
allow easier and more rapid microsurgery, multiple sampling of larger blood and tissue volumes,
precise injection of substances into the brain, and in vivo and ex vivo organ function analysis.
Additionally, mice and rats di�er in their physiology and more sophisticated traits in the rat have
made it a model of choice for toxicology, complex human diseases and neurobehavioral as well as
cardiovascular studies among several others (Jacob, 2010).
Such di�erences have been supported by comparative analyses of the rat and mouse genomes. The
rat genome is 2.75 gigabases (Gb), smaller than the human genome (2.9 Gb) but larger than the
mouse genome (2.6 Gb) (Gibbs et al., 2004). Overall, rats show enrichment of genes involved
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in immunity, metabolic detoxification and chemosensation, as
well as conservation of many genes involved in human diseases
(Dewey et al., 2004; Gibbs et al., 2004).

Despite these advantages, the use of rats has lagged behind the
use of mice in research, mainly because genetically modified mice
were generated earlier than genetically modified rats (Figure 1).
In mice, DNA microinjection was used in the early 1980s and
embryonic stem (ES) cells in the late 1980s (Gordon et al.,
1980; Palmiter et al., 1982; Doetschman et al., 1987). In contrast,
in rats, DNA microinjection and ES cells began in the early
1990s and 2010, respectively (Mullins et al., 1990; Kawamata
and Ochiya, 2010). In the meantime, researchers used classical
breeding approaches to develop a variety of rat strains that
model human diseases (Szpirer, 2020). The need for genetic
engineering tools for the rat and the continuous use of zygote
pronuclei microinjection of DNA in the rat, explain why gene-
specific nucleases were applied in rats in 2009, earlier than
in mice (2010) (Geurts et al., 2009; Carbery et al., 2010).

These gene-specific nucleases quickly facilitated the exponential
generation of knockout (KO) rats for many genes. In synergy
with these technological advances, sequencing of the rat genome
(Dewey et al., 2004; Gibbs et al., 2004) and characterization of
genetic quantitative trait loci (QTLs) linked to diseases (Aitman
et al., 2010, 2016) further accelerated the use of models of
genetically modified rats.

In this regard, di�erent rat strains are prone to di�erent
diseases present in humans and reproduce better than mice
some of these diseases. These rat strains have been used to
introduce genetic modifications to analyze the role of genes
(Aitman et al., 2010, 2016). For example, Wistar Kyoto, Dahl/SS,
and spontaneously hypertensive strains develop hypertension
and have extensively used to analyze the role of many genes
(Moreno et al., 2011; Rudemiller et al., 2014; Nayak et al.,
2015; Aitman et al., 2016; Lerman et al., 2019; Szpirer, 2020).
The diabetes-prone biobreeding rat strain is another model that
has been used to genetically modify genes involved in diabetes

FIGURE 1 | Timeline showing the major technical advances in genome editing and delivery in mice and rats from the 1980s to today. The green frames encompass
the 1st transgenic mice and rats generated by DNA microinjection. The blue frames contain the 1st ES cells-based mouse and rat models, and the orange frames
contain the 1st mouse and rat models generated using engineered nucleases delivered by different methods. Figure created with BioRender.com. AAV-TR, AAV
transduction; cKO, conditional KO; DNA-MI, DNA microinjection; EL, electroporation; ES, embryonic stem cells; GM, genetically modified; GONAD, genome-editing
via oviductal nucleic acids delivery; HR, homologous recombination; KI, knockin; KO, knockout; LV-MI, lentiviral microinjection; TALEN-MI, TALE nucleases
microinjection; TG, transgenic; ZFN-MI, ZFN microinjection.
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(Michalkiewicz et al., 2004; Pandey and Dvorakova, 2020). Lewis
rats are more susceptible than mice to the induction of
Th1-mediated autoimmune diseases, whereas Brown Norway
rats are highly susceptible to Th2-mediated immune diseases.
Genomic linkage analysis allowed identification of a region on
chromosome 9 that controls these phenotypes (Bernard et al.,
2010). Additionally, the rat has been extensively used to analyze
autoimmune diseases involving multiple genes (Aitman et al.,
2010; Bernard et al., 2010).

In this review, we first describe the evolution and advances
in genome editing and in delivery optimization of CRISPRs
for producing genetically modified models. Further details are
given on the rat to highlight needs and future research paths.
The second part of the review focuses on the advantages
of genetically modified rat models compared to mouse to
mimic human situation, in particular in genetic diseases
and immunology studies. Rats di�er from mice in several
characteristics, manifesting di�erent phenotypes for the same
genetic alteration. Rats also can sometimes better reproduce
clinical features observed in humans who carry these gene
variants (Hammer et al., 1990; Larcher et al., 2014). Our final
aim is thus to inform researchers about major progresses in rat
genome editing and advantages of rats as model organisms, to
give researchers the choice of the best experimental system to
answer their scientific questions. To facilitate rat models access
and development, major rat resources for finding existing models
or designing new ones with the latest gene editing tools, are
described in Table 1.

GENE-EDITING ADVANCES AND
DELIVERY SYSTEM OPTIMIZATION

The last four decades have brought major advances in genome
editing allowing for generation of animal models that harbor
targeted genetic modifications. E�orts have focused on increasing
the precision of these modifications, production e�ciency and
on simplifying procedures to make them easier and cheaper. The
evolution of genome editing approaches and tools is discussed
in this section, illustrated in Figure 1 and nucleases compared
in Table 2. Clustered, regularly interspaced short palindromic
repeat (CRISPR)-associated (Cas) systems applied to rodents are
detailed in Table 3, with details of specifics regarding rats given
in this section. More particularly, Streptococcus pyogenes (SpCas)
system components are described in Figure 2 and compared
in Table 4. Published advances for enhancing knockin (KI)
generation rate are also detailed here and illustrated in Figure 3.
Finally, delivery systems and the evolution of their practice are
detailed and compared in Table 5.

Historical Overview of Major
Gene-Editing Techniques Developed in
Mice and Rats
Random Additive Transgenesis and Mutagenesis
The first transgenic rodents were successfully generated in the
early 1980s and 1990s (Gordon et al., 1980; Palmiter et al., 1982;

Mullins et al., 1990), by microinjection of exogenous donor DNA
into the pronucleus of one-cell embryos. The reported e�ciencies
are quite low in rodents, ranging from 0.5 to 10% of injected
embryos in mice and 0.5–5% of injected embryos in rats (Brinster
et al., 1985; Charreau et al., 1996b; Hirabayashi et al., 2001). Other
problems include random integration, a high copy number of
integrated DNA sequences in cis and uncontrollable transgene
expression. These challenges make this approach labor intensive
and time-consuming and require considerable expertise.

N-ethyl-N-nitrosurea (ENU) is a highly potent mutagen that
was first administered into adult male mice (Bode, 1984) and
later into rats (Zan et al., 2003). Several ENU-induced mutant
rat (van Boxtel et al., 2010) (for a review see Huang et al., 2011)
and mouse models (for a review see Justice et al., 1999) have been
described. This method presents some advantages: it requires
no embryos or ES handling and the sperm of mutant o�spring
can be cryopreserved. Disadvantages include uncontrolled and
random mutations in multiple loci throughout the genome,
which must be identified and localized using high-throughput
and time-consuming screening methods.

Transposon-mediated insertional transgenesis is an
alternative tool developed to increase the integration frequency
of the transgene into the host genome. Transposons are simple
and mobile elements, consisting of a DNA sequence encoding
transposase and a transgene flanked by binding sites (inverted
terminal repeats, ITR) for the transposase, promoting integration
into the genome. Transposon systems, such as Sleeping Beauty
(SB), piggyBac (PB) or Tol2, have demonstrated their e�ciency
in rapidly producing stable lines of transgenic mice (Carlson
et al., 2003; Horie et al., 2003) and rats (Kitada et al., 2007; Lu
et al., 2007). The number of transgene insertions is, however,
di�cult to control.

Targeted Mutagenesis
The derivation of germline-competent mouse ES cells in the early
1980s (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981) and the first
experiments of targeted mutagenesis (Doetschman et al., 1987;
Thomas and Capecchi, 1987), allowed introducing mutations
into the host genome with a high precision (Joyner et al., 1989;
Koller et al., 1989; Schwartzberg et al., 1989; Zijlstra et al.,
1989) making mice a privileged model for genetic studies for
two decades. Rat ES cells were described in 2008 (Buehr et al.,
2008; Li et al., 2008) allowing generation of KO (Kawamata and
Ochiya, 2010; Meek et al., 2010; Tong et al., 2010) and KI rats
(Kobayashi et al., 2012; Yamamoto et al., 2015) with similar
homologous recombination (HR) e�ciencies to those observed
in mice. Nevertheless, rat ES cells are less robust than mouse
ES cells and maintaining their stability in culture and germline
competence continues to be challenging.

The development of meganucleases, engineered zinc-finger
nucleases (ZFNs), transcription activator-like e�ector nucleases
(TALENs) and more recently the CRISPR-Cas system, has
unquestionably revolutionized genome editing, opening new
possibilities especially in the rat and other species in which ES
cells were not available (Fernández et al., 2017). Each of these
nucleases have their own properties of DNA-binding, recognition
type/site specificities, their own advantages and limitations,
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TABLE 1 | Resources on rat genomics and genome edited animals.

Resources Name Website and references Proposed resources

Genomic databases National Center for Biotechnology
Information (NCBI) including Gene,
Protein, Nucleotide, Blast, and others

www.ncbi.nlm.nih.gov/ (Sayers et al.,
2019)

Comprehensive suite for molecular analysis from rat genome to
protein expression and functionality

The European Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI) including Ensembl,
UniProt, Clustal Omega and others

https://www.ebi.ac.uk/services
(Madeira et al., 2019)

From rat genome to protein databases a full suite with analysis
tools and multiple sequence alignments

The University of California, Santa
Cruz Genome Browser

https://genome.ucsc.edu/ (Lee et al.,
2020)

Genome browser, multiple sequence alignments and others

Model organism Aggregated
Resources for Rare Variant
exploration (MARRVEL)

http://marrvel.org/ (Wang et al.,
2019b)

Comparison of human genes with model oragnisms’ genes such as
the rat in a physiologic or pathologic context

Genomic databases
and strains repository

Rat Genome Database (RGD) in the
United States

https://rgd.mcw.edu (Smith et al.,
2020)

Repository of hundreds or rat strains and genome edited rats,
mostly for genes involved in hypertension and cardiovascular
function. Genetic, phenotype and disease data, sequences, QTLs,
mapping data, software tools.

Rat strains repository Rat Resource and Research Center
(RRRC) in the United States

http://www.rrrc.us/ Repository of hundreds or rat strains, genome edited lines,
cryopreserved embryos, sperm, and ES cells.

National Bioresource Project for the
rat (NBPR) in Japan

http:
//www.anim.med.kyoto-u.ac.jp/nbr/

Repository of hundreds or rat strains, ENU and genome edited
lines, cryopreserved embryos and sperm, BAC libraries

Rat Resource Database in China http://www.ratresource.com Repository of rat strains and genomic data.

Rodent Model Research in Taiwan https://www.nlac.narl.org.tw/ Strain depository of lines or rats including genome edited ones.

Academic platforms
producing
genome-edited rat
models

Wisconsin Gene Editing Rat Resource
Center and The Michigan University
Transgenic Animal Core facility in the
United States

https://rgd.mcw.edu/wg/gerrc/
https://brcf.medicine.umich.edu/
cores/transgenic-animal-model/

Distribution of already available models and generation of new ones
on demand

Transgenic Rat ImmunoPhenomic
(TRIP) facility in France

http://www.itun.nantes.inserm.fr/
Core-facilities/TRIP-Transgenic-Rats-
ImmunoPhenomic

Commercial vendors
for rat models

Charles River laboratories https://www.criver.com/ Distribution of already available models and generation of new ones
on demandJanvier Labs https://www.janvier-labs.com/

Envigo (include Horizon discovery
models)

https:
//www.envigo.com/research-models

Taconic Biosciences https://www.taconic.com

genOway (include Axenis models) https://www.genoway.com/

Cyagen https://www.cyagen.com/us/en/ Custom rat model generation

Hera Biolabs https://www.herabiolabs.com/ SRG
OncoRats (Noto et al., 2020)

Proprietary gene editing technologies and SRG OncoRats for
oncology studies

Ligand pharmaceuticals https://www.ligand.com/
technologies/omniab OmniRat (Joyce
et al., 2020) OmniFlic (Harris et al.,
2018)

OmniRat and OmniFlic for human antibodies generation

Software for the use of
CRISPR

CRISPOR http://crispor.tefor.net/ (Concordet
and Haeussler, 2018)

On and off target scores

CHOPCHOP https://chopchop.cbu.uib.no/ (Labun
et al., 2019)

E-CRISPR http://www.e-crisp.org/E-CRISP/
(Heigwer et al., 2014)

CCTOP https://cctop.cos.uni-heidelberg.de:
8043/index.html (Stemmer et al.,
2015; Labuhn et al., 2018)

CRISPRscan https://www.crisprscan.org/
(Moreno-Mateos et al., 2015)

CRISPRdirect http://crispr.dbcls.jp/ (Naito et al.,
2015)

Off-target prediction only

CRISPR RGEN tools http://www.rgenome.net/ Cas-OFFinder, Microhomology, Cas-designer, base-editing,
prime-editing. . .

Private company
webtool for design of
gRNA targeting rat
genome

Integrated DNA Technologies https://eu.idtdna.com/pages/
products/crispr-genome-editing

Include on and off target scores

Synthego https://www.synthego.com/products/
bioinformatics/crispr-design-tool

Horizon Discovery https://horizondiscovery.com/en/
ordering-and-calculation-tools/crispr-
design-tool

Benchling https://www.benchling.com/crispr/
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TABLE 2 | Comparison of engineered endonucleases.

Specificities, advantages, limitations Meganucleases ZFN TALEN CRISPR-Cas

DNA binding determinant Protein ZF protein TAL protein crRNA/sgRNA

Binding specificity Long sequences of nucleotidesa 3 nucleotides 1 nucleotideb 1/1 nucleotide pairing

Endonuclease I-CreI and I-SceIa FokIc FokIc Cas9

Function specificity Monomer Dimer Dimer Monomer

Design/Engineering Very difficult Difficult Simple Very simple

Restriction in target site Chromatin compaction G-rich sequence Start with T and end with A End with a NGG sequence

Target site length 18–44 bp 18–36 bpd 24–40 bp 22–25 bp

Targeting frequency Low High (one/100 bp) High (one/bp) High (one/4 or 8 bp)

Specificity High Moderatee High High

Sensitivity to DNA methylation Yes Yes Yes Nof

Off-targets Variable Lowe Very low Variable

Size Small size Small size (⇠1 kb/monomer) Large size (⇠3 kb/monomer) Large size (4.2 kb Cas9)

Commercially available, Cost Yes, high Yes, high Yes, moderate Yes, low

Patents concern Yes Yes Yes Yes

Type of editing

Gene KO
(Indels and frameshift)

Yes Yes Yes Yes

Multiplex KO No datah Very limited Limited Yes (up to eight alleles)g

Gene correction/point mutagenesis
(repaired basepairs)

No datah Yes Yes Yes

Gene addition/sequence replacement
(integrated gene cassette)

No datah Yes Yes Yes

Gene deletion (deleted gene fragments) No datah No data No data Yes

Prime and base editing No datah No data No data Yes

aDNA-binding specificities and cleavage mechanism combined in the same protein (Galetto et al., 2009). I-CreI and I-SceI are the main endonucleases used but a few
others have been applied to genome editing.
bTALE protein consist of 34 amino acid repeat domains, each one recognizing a single DNA nucleotide; highly conserved, excepting two hypervariable residues at
positions 12 and 13, which confer the specificity of TALE.
cFokI cleaves only in its dimeric form
dAssociation of 3–6 ZF DNA binding domains fused to the FokI catalytic domain. Binding of two ZFN-FokI heterodimers to two contiguous DNA sequences and separated
by a 5–7 bp gap.
eSpecificity depends on number and selected ZF modules.
f No direct effect of methylation on Cas9 binding or effectivity (Verkuijl and Rots, 2019).
gDifficult on same chromosome. Limitations overcome by Prime and base editing (cf Table 3).
hThe difficulty in designing meganucleases has limited their application in creating new model organisms.

which are listed in Table 2. Injection of these nucleases directly
into rat or mouse zygotes allows creation of a double-strand
break (DSB) at a targeted locus, repaired thereafter mainly by
non-homologous end-joining (NHEJ) or HR (these mechanisms
are reviewed in detail in a later section). Careful design of the
associated tools makes it possible to better control repair outcome
at any targeted locus of the genome with high e�ciency and
much faster than with ES cells. Several reports demonstrated
the high e�ciency of ZFN and TALEN in quickly generating
di�erent types of modifications in mice and rats, ranging from
KO (Geurts et al., 2009; Carbery et al., 2010; Mashimo et al.,
2010, 2013; Tesson et al., 2011; Tong et al., 2012; Sung et al.,
2013; Sommer et al., 2014), simple point mutations, to large KI
by homology-directed repair (HDR) (Sung et al., 2013; Wang

et al., 2013a; Wefers et al., 2013; Ponce de León et al., 2014;
Remy et al., 2014). Meganucleases, although less used than the
other nucleases, were also applied to generate KO mouse and
rats (Ménoret et al., 2013). Nevertheless, the design complexity
and associated costs made these techniques accessible to only few
laboratories, leading to a search for alternative approaches.

The simplicity and rapidity of guided RNA design, compared
to complex protein engineering needed for ZFNs and TALENs,
made the CRISPR-Cas system largely accessible at low cost,
without sacrificing the specificity and reproducibility already
observed with ZFNs and TALENs. Nevertheless, the success of
CRISPR-Cas, especially in the generation of the first CRISPR
mouse (Wang et al., 2013b) and rat (Li D. et al., 2013; Li W.
et al., 2013), depended on knowledge gathered using the previous
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TABLE 3 | CRISPR variants applied to genetically modified mouse and rat models.

Application Type – Variant - Name PAM 50-30 Cleavage GM mice GM rats

Classical GE II- SpCas9 NGG Blunt DSB Wang et al., 2013b Li D. et al., 2013;
Li W. et al., 2013

Specificity enhancement II- E -Hypa SpCas9 NGG Blunt DSB Ikeda et al., 2019 �

II- E -SpCas9 nickase NGG Nick Ran et al., 2013 �

Enlarge targeting
possibilities

II- E -SpCas9 VQR NGA Blunt DSB Robertson et al., 2018 �

II- E -SpCas9 VRER NGCG Blunt DSB Robertson et al., 2018 �

II- E -SpCas9-NG NGN Blunt DSB Fujii et al., 2019 �

II- SaCas9 NNGRRT Blunt DSB Zhang X. et al., 2016 Zheng et al., 2020

II- E -SaCas9 KKH NNNRRT Blunt DSB Robertson et al., 2018 �

II- St1Cas9 NNAGAAW Blunt DSB Fujii et al., 2016 �

II- CjCas9 NNNVRYM Blunt DSB Kim et al., 2017 �

II- NmCas9 NNNNGATT Blunt DSB Xia et al., 2018 �

II- FnCas9 NGG 50 staggered Hirano et al., 2016 �

V-A- AsCpf1 (Cas12a) TTTV 50 staggered Hur et al., 2016; Kim et al.,
2016

Lee J. G. et al.,
2019; Yeo et al.,

2019

V-A- LbCpf1 (Cas12a) TTTV 50 staggered Kim et al., 2016 Lee J. G. et al.,
2019

V-A- ErCas12a CRISPR-Mad7 TTTN, CTTN 50 staggered Liu Z. et al., 2020 Liu Z. et al., 2020

V-A- CRISPR-Mb3Cas12a TTV 50 staggered Wang Z. et al., 2020 �

V-B- AaCas12b (C2c1) TTN 50 staggered Teng et al., 2018 �

Alternative editing Cytosine base editing
II- E -SpBE2
II- E -HF2-SpBE2
II- E -SpBE3
II- E -Sp-BE4
II- E -Sp-VQR-BE3
II- E -SaBE3

NGG
from NGG/A to NGG

NGG
NGG
NGA

NNGRRT

None
None
Nick
Nick
Nick
Nick

Lee et al., 2018
Liang P. et al., 2017

Zhang H. et al., 2018
Lee et al., 2018
Lee et al., 2018
Liu et al., 2018

�
�
�
�
�
�

Adenosine base editing
II- E -SpABE7.10
II- E -SpVQR-ABE
II- E -SaKKH-ABE

NGG
NGA

NNNRRT

Nick
Nick
Nick

Liu et al., 2018
Yang L. et al., 2018
Yang L. et al., 2018

Yang L. et al., 2018
�
�

Prime editing
PE3 NGG 2 Nicks Liu Y. et al., 2020 �

GE, genome editing; E, engineered Cas; GM, genetically modified model; DSB, double strand break; St1Cas9, Streptococcus thermophilus Cas9; CjCas9, Campylobacter
jejuni Cas9; NmCas9, Neisseria meningitidis Cas9; FnCas9, Francisella novicida Cas9.

gene-specific nucleases in terms of DNA cleavage outcomes,
repair pathways mechanisms (molecules involved and forms of
DNA donors) and genotyping techniques.

CRISPR-Cas Systems
The CRISPR-Cas9 system is originally based on a
ribonucleoprotein (RNP) complex composed of a nuclease
(Cas9) driven by a dual-guide RNA (dgRNA) duplex (Jiang
and Doudna, 2017). Cas9 cleavage capacity relies on its two
nuclease domains, each cleaving one strand of the genomic
DNA. Inactivation of either nuclease domain (nickase) generates
a nick on the corresponding strand (Jinek et al., 2012), whereas
inactivation of both domains (dead Cas9 or dCas9) completely
abolishes its cleavage capacity. The native dgRNA (Deltcheva
et al., 2011) is formed from a trans-activating CRISPR RNA
(tracrRNA) harboring a complex secondary structure to interact
with Cas9 and a CRISPR RNA (crRNA), that mostly encodes
the 20 nucleotides that give the system its specificity. When
formed, this RNP complex quickly interrogates genomic DNA

for its specific protospacer adjacent motif (PAM). The PAM
is a key factor because it defines the possibilities of DNA
targeting sequences. For SpCas9, the targets are limited to a
G-rich genomic region with a 50-NGG-30 PAM (Jinek et al.,
2014; Nishimasu et al., 2014). PAM recognition is followed by
specific gRNA (guide RNA) spacer (20 nucleotides) matching.
A perfect match creates a targeted blunt DSB three nucleotides
away from the PAM. A few mismatches between the gRNA and
the targeted genomic DNA are tolerated at certain positions
and may lead to o�-target editing (Peng et al., 2018). Design
of gRNA with the highest homology specificity possible for
the targeted DNA sequence is essential to limit o�-target edits
(Ayabe et al., 2019). Available tools for rat genome editing
with CRISPRs are described in Table 1. O�-target is less of
an issue for animal model generation when compared to the
use of gene editing as a therapeutic tool. Indeed, animals
require multiple breeding, clearing lines from o�-targets on
chromosomes di�erent from the one harboring the mutation
of interest.
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FIGURE 2 | CRISPR-Cas9 component formats and advances to enhance editing efficiency. (A) CRISPR-Cas9 consists of a Cas9 nuclease and a gRNA that can be
used in different formats (plasmid, mRNA, or protein) to form the RNP complex. (B) A DNA donor can also be used to generate KI models, also in different formats
(ssODN, lsDNA, plasmid, dsDNA). In red are indicated advances to enhance efficacies of editing. Other Cas used for rodent models generation are described in
Table 3. Figure created with BioRender.com. IVT, in vitro transcribed; RNP, ribonucleoprotein complex; DSB, double-strand break; ssODN, single-stranded
oligonucleotide; lsDNA, long single-stranded DNA; dsDNA, linear double-stranded DNA.

To expand the CRISPR toolbox, many variants of SpCas9 have
been engineered and bacterial strains screened to either enhance
specificity or broaden PAM opportunities. Variants (Pickar-
Oliver and Gersbach, 2019) and SpCas9 ortholog classification
(Makarova et al., 2020) have been recently reviewed. Many
of these options have been used at least once to edit mouse
embryos, but only a few have been applied to the rat. Those
already applied to rodent genome editing are summarized in
Table 3. Type V Cas have T-rich PAMs and other interesting
features, such as staggered DSB generation, that make them
complementary to SpCas9. For this reason, some orthologs
of Cpf1 (Cas12a) are the most used after SpCas9, including
Acidaminococcus sp. (AsCpf1) (Lee J. G. et al., 2019; Yeo
et al., 2019) and Lachnospiraceae bacterium ND2006 (LbCpf1)
(Lee J. G. et al., 2019).

Classical genome editing, alternatives and their context of
application have been recently reviewed in detail (Anzalone
et al., 2020). Two of these, namely base editing and prime
editing, have been used for rodent genome editing and are
summarized in Table 3. Cytosine base editor has been engineered
using either dCas9 or nickase to transform cytosine into a
thymine (Komor et al., 2016; Nishida et al., 2016) and was
further improved (Rees and Liu, 2018; Schato� et al., 2019).
Adenine base editor was engineered to mutate adenine into
guanine more e�ciently than Cas9 genome editing in human
cells (Gaudelli et al., 2017). Several base editor variants have
been applied to mouse embryos for single (Liang P. et al.,

2017) or multiple (Liu et al., 2018; Zhang H. et al., 2018)
base editing, whereas only the SpABE7.10 system has been
applied in rats (Ma Y. et al., 2018; Yang L. et al., 2018).
The main advantage of base editing is its capacity to generate
targeted indels or a particular mutation without a DNA donor,
enhancing its e�ciency compared to classical genome editing.
By avoiding DSBs, this system also allows multiplex editing
on the same region of a chromosome (Lee H.K. et al., 2019).
Its major limitations are bystander e�ect on non-targeted
bases, cytosine and adenine limitations, targeted precision that
restrict possibilities, and o�-target e�ects as with classical
genome editing. Prime editing is overcoming some of these
limitations (Anzalone et al., 2019). This system allows mutation,
short insertion and short deletion editing with limited indels
generation in contrast to classical Cas genome editing. The first
two versions of this system relied on a Cas9 nickase fused to
a reverse transcriptase and a prime editing gRNA (pegRNA).
This system induces nicking on the non-target strand and
reverse transcription of the template encoded in the pegRNA
to specifically modify the targeted locus. Prime editing 3 and
3b have been enhanced by the use of a second nickase with its
own guide RNA, to target the strand that was not nicked by the
pegRNA. Very recently, prime editing 3 has been successfully
applied to genetically modify mouse embryos for the first time
(Liu Y. et al., 2020). This particularly interesting approach
will be applied eventually to generate genetically modified
rat models.
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TABLE 4 | CRISPR-Cas9 component format advantages, limits and advances.

Format Advantages Limitations Advances demonstrated in any species
(rat in bold)

Cas9

Plasmid No limit on insert size
Easy engineering
High expression

Delayed activity
Mosaicism
Increased off-targets
Delayed activity

Cas9 protein allowing rapid and more efficient
editing
(Kim et al., 2014; Ménoret et al., 2015)
Large editing toolbox variants (Table 3)
Improved chromatin accessibility
(Chen F. et al., 2017; Ding et al., 2019)
Cas9 engineered to activate repair pathways
(Charpentier et al., 2018; Tran et al., 2019)
Cas9 engineering to be degraded in G1
(Gutschner et al., 2016; Charpentier et al., 2018;
Lomova et al., 2019)

mRNA Expression faster than plasmid
Limit mosaicism and off-targets

Delayed activity
In vitro transcription efficiency/toxicity

Protein Ready to cut
Limit mosaicism and off-targets
Affordable and high quality

Crystallization at high dose
In vivo stability
potentially immunogenic

gRNA

Plasmid No limit on insert size
Easy to engineer

Delayed activity Chemical modification
(Kim S. et al., 2018; Filippova et al., 2019)
Essential sequence, secondary structures and
functional modules of gRNA
(Briner et al., 2014; Kartje et al., 2018)
Overlapping gRNA
(Jang et al., 2018)
gRNA engineering to activate repair pathways
(Nakade et al., 2018; Tran et al., 2019)

IVT sgRNA Easy to produce and use
Flexible in sequence and length
Efficient

Time-consuming production
Induced immune responses
Limited in chemical modification

Synthetic
sgRNA

Affordable and high quality
Chemical modifications
Ready to use
Efficient

Order full sgRNA for each project
Long RNA synthesis
Difficulties in adding fluorophore for tracking

Synthetic
dgRNA

Short RNA synthesis
Low cost and high quality
Same tracrRNA for all project
Chemical modifications
Fluorophores added for tracking
Efficient

crRNA & tracrRNA hybridization in vitro

DNA donor

ssODN Low cost synthesis
High efficacy for mutation or short KI

Limited in length to 200nt DNA synthesis progresses
(Hao et al., 2020)
Chemical modification
(Renaud et al., 2016; Liang X. et al., 2017; Yu et al.,
2020)
Insertion close to cut site
(Inui et al., 2014; Liang X. et al., 2017)
30 overhang DNA donor
(Liang X. et al., 2017; Hirotsune et al., 2020)
Carry to cut site by Cas9
(Ma et al., 2017; Aird et al., 2018; Gu et al., 2018; Ling
et al., 2020; Wang Z. et al., 2020)
Carry to cut site by gRNA
(Carlson-Stevermer et al., 2017; Lee et al., 2017)
Carry to cut site by DNA donor engineering
(Nguyen et al., 2020)
DNA donor in vivo excision from plasmid
(Aida et al., 2016; Yao et al., 2017; Zhang et al., 2017)

lsDNA Usable for long KI Limited in length
Difficult to produce
Mutated KI
Expensive to synthesize

dsDNA Usable for long KI
Easy to produce and engineer
No limit on insert size

Few random insertions

Plasmid Usable for long KI
Easy to produce and engineer
No limit on insert size

Few random insertions

IVT, in vitro–transcribed; gRNA, guide RNA; sgRNA, single gRNA; dgRNA, dual gRNA; ssODN, single-stranded oligonucleotides; lsDNA, long single-stranded DNA;
dsDNA, linear double-stranded DNA.

Advances in CRISPR-Cas Production
and Design for Rodent Genome Editing
The components of the CRISPR-Cas system, both for KO or KI,
have been closely studied and enhanced to increase e�ciency,
decrease side e�ects, and o�er better control over repair
outcomes, as reviewed below. In particular, we summarized
CRISPR-Cas9 component formats and their evolution in Table 4

and Figure 2, and advances to increase KI e�ciency are illustrated
in Figure 3.

RNP Complex
KO and KI model’s generation mainly depends on RNP complex
cleavage e�ciency. Many studies have been done to find
RNP complex best settings. It has been clearly demonstrated
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FIGURE 3 | Promising strategies to enhance KI model generation. (A) Carry DNA donor to the DSB via gRNA, via the RNP complex or via Cas9. (B) Degrade Cas9
by the proteasome in G1 to favor homology-directed repair pathways predominant in S/G2. (C) Activate homology-directed repair pathways via gRNA, via small
molecules or via Cas9. In red are indicated and illustrated the main approaches to enhance editing efficacy. Figure created with BioRender.com. DSB, double-strand
break; indels, insertions or deletions; KI, knockin; HA, homology arms; gRNA, guide RNA; RNP, ribonucleoprotein complex; tCTS, truncated Cas9 target sequences.

that the use of Cas9 protein allows transient and faster editing
(Kim et al., 2014) necessary for proper animal model generation
and increases e�ciency of the RNP complex in mouse and rat
zygotes (Figure 2A and Table 4) (Ménoret et al., 2015). Guide
RNA’s sequence has been extensively studied to better understand
its flexibility and structure (Table 4) (Briner et al., 2014; Kartje
et al., 2018) for improved e�cacy. In cells, the 50 triphosphate
group on in vitro–transcribed gRNA induces the cell immune
system and reduces editing e�cacy. This reaction can be limited
by phosphatase treatment or prevented by chemical modification
of synthetic gRNA (Kim S. et al., 2018). Chemical modifications
and gRNA optimization have been recently reviewed (Filippova
et al., 2019) and o�er a clear advantage for synthetic gRNA

(Figure 2A and Table 4). Regarding their format, both dgRNA
and single gRNA (sgRNA) display similar e�ciency (Terao et al.,
2016; Shapiro et al., 2020). Chromatin state can influence editing
e�ciency (Janssen et al., 2019; Verkuijl and Rots, 2019) and even
prevent editing of gRNA with predicted high on target score.
Two main strategies have been developed in cells only to open
chromatin locally and increase editing e�ciency with SpCas9 and
other orthologs (Table 4). The first approach uses one or multiple
dCas molecules to open chromatin in close proximity to the
targeted locus (Chen F. et al., 2017). The second approach relies
on fused chromatin-modulating peptides on SpCas9 and other
Cas proteins (Streptococcus pasteurianus Cas9, Campylobacter
jejuni Cas9, and others) (Ding et al., 2019). This field is still
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TABLE 5 | Delivery methods.

Delivery
methods

Cargo Species
/cell target

Location Advantages Limitations References

Physical delivery

Microinjection DNA donor
- dsDNA (linear/plasmid)
- dsDNA encoding
gene-specific nucleases
- lsDNA (>200nt)
- ssODN (⇠100nt)

Mouse and rat
zygote

Pronucleus or
cytoplasm

- Delivery of large DNA fragments
- Stable DNA in cell

- Time-consuming method
- Expertise required (less for Cyt-MI)
- Poor visualization pronucleus,
flexibility of the oolemma and nuclear
membranes in rat
- Variability in efficiency depending on
size, DNA quality or purity
- Persistent expression and depending
on host transcriptional/transductional
machinery

1st description
(Gordon et al., 1980; Palmiter et al., 1982; Mullins
et al., 1990)
dsDNA-ZFN (Geurts et al., 2009)
dsDNA-TALEN (Tesson et al., 2011)
dsDNA-Meganuclease (Ménoret et al., 2013)
Efficiency
(Charreau et al., 1996b; Hirabayashi et al., 2001)
Complex/invasive method
(Brinster et al., 1985; Charreau et al., 1996b)

mRNA encoding gene
specific nucleases

Mouse and rat
zygote

Pronucleus or
cytoplasm

- Moderate efficiency
- Transient expression
- Cyt-MI more efficient than PN-MI
- Off-target reduced
- Independent expression dependency
of host transcriptional/transductional
machinery (mRNA)

- Time-consuming
- Expertise required (less for Cyt-MI)
- Variation among batches of IVT
mRNA
- mRNA liable to degradation

mRNA-ZFN (Geurts et al., 2009)
mRNA-TALEN (Tesson et al., 2011; Remy et al.,
2014)
mRNA-CRISPR
(Ménoret et al., 2015)
Meganucleases (Wang et al., 2014)

Protein (RNP) Mouse and rat
zygote Mouse/ES

Pronucleus or
cytoplasm

- Higher efficiency than using DNA or
mRNA encoding gene specific
nucleases
- Short half-life within cells
- Less mosaicism
- Off-target cleavage reduced

-In vivo stability
-Potentially immunogenic

(Ménoret et al., 2015; Wang et al., 2015; Jung C. J.
et al., 2017)

Electroporation DNA donor
- dsDNA (linear/plasmid)
- ssODN
- lssDNA (600–1.5 kb)

Mouse and rat
zygote

Uncontrolled
cytoplasm
(long DNA)
Pronucleus (short
lsDNA/ssODN)

- Easier delivery than DNA-MI
- Processing simultaneously 50–60
zygotes in a short time
- Efficient to deliver ssODN or lsDNA
(<1 kb)

- Inefficient nuclear transport
- Transient nuclear envelop breaking
or cell-division required
- Inefficient to deliver DNA > 1 kb

ssODN (Hashimoto and Takemoto, 2015; Kaneko
and Mashimo, 2015; Qin et al., 2015; Chen et al.,
2016; Wang et al., 2016; Remy et al., 2017)
lsDNA (Miyasaka et al., 2018)
Inefficient delivery dsDNA
(Takabayashi et al., 2018)

mRNA encoding
Cas9 + sgRNA

Mouse and rat
zygote

Uncontrolled - Easier delivery than mRNA-MI - Embryos are quite sensitive to pulse
and toxicity is observed

Rat/mRNA encoding Cas9+sgRNA (Remy et al.,
2017)
CRISPR/mice/KO/HDR-KI (Qin et al., 2015)
Mice/CRISPR/KO (Hashimoto and Takemoto,
2015; Hashimoto et al., 2016)
Rat/ZFN/TALEN/Crispr/KO (Kaneko et al., 2014;
Kaneko and Nakagawa, 2020)
Rat/mice/Crispr/KO/KI (Kaneko and Nakagawa,
2020)

Protein (RNP) Mouse and rat
zygote

Uncontrolled - Easier delivery than RNP-MI - High amount of cargo
- Uncontrolled delivery amount

Cas9-RNP/mice/indels/large KO/HDR-KI/ssODN-
KI (Wang et al., 2016)
Cas9-RNP/mice/KO (Hashimoto et al., 2016)

(Continued)

Frontiers
in

G
enetics

|w
w

w
.frontiersin.org

10
A

pril2021
|Volum

e
12

|A
rticle

615491

https://www.frontiersin.org/journals/genetics
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/genetics#articles


fgene-12-615491 April 19, 2021 Time: 11:29 # 11

Chenouard et al. Advances in Genetically Modified Rats

TA
B

LE
5

|C
on

tin
ue

d

D
el

iv
er

y
m

et
ho

ds
C

ar
go

S
pe

ci
es

/c
el

lt
ar

ge
t

Lo
ca

tio
n

A
dv

an
ta

ge
s

Li
m

ita
tio

ns
R

ef
er

en
ce

s

G
O

N
A

D
D

N
A

-
ss

O
D

N
-

ls
D

N
A

(<
1

kb
)/

C
as

9
m

R
N

A
/s

gR
N

A
R

N
P

M
ou

se
an

d
ra

t
O

vi
du

ct
-

Ex
vi

vo
em

br
yo

ha
nd

lin
g

st
ep

s
no

t
re

qu
ire

d
-

Fe
w

er
an

im
al

s
us

ed
(e

.g
.,

re
cy

cl
in

g
fe

m
al

es
po

ss
ib

le
)

-
N

ot
ye

ta
pp

lic
ab

le
to

de
liv

er
lo

ng
do

no
rD

N
A

(d
b

or
lo

ng
ss

D
N

A
)

C
as

9m
R

N
A

+
sg

R
N

A
/m

ic
e/

K
O

(T
ak

ah
as

hi
et

al
.,

20
15

)
R

N
P

/ls
D

N
A

/m
ic

e/
K

O
/s

sO
D

N
an

d
ls

D
N

A
-b

as
ed

K
I(

O
ht

su
ka

et
al

.,
20

18
)

R
at

/s
sO

D
N

ba
se

d
K

I(
K

ob
ay

as
hi

et
al

.,
20

18
;T

ak
ab

ay
as

hi
et

al
.,

20
18

)

Vi
ra

ld
el

iv
er

y
m

et
ho

ds

A
A

V
ve

ct
or

s
(N

on
-

en
ve

lo
pe

d,
ls

D
N

A
)

D
N

A
en

co
di

ng
C

as
9/

sg
R

N
A

(s
ep

ar
at

e
A

AV
or

al
l-i

n-
on

e
A

AV
)–

K
ID

N
A

ca
ss

et
te

M
ou

se
an

d
ra

t
zy

go
te

(tr
an

sd
uc

tio
n)

U
nc

on
tro

lle
d

-
m

in
im

al
im

m
un

og
en

ic
ity

-
lo

w
to

xi
ci

ty
-

w
id

e-
ra

ng
e

se
ro

ty
pe

s
-

N
o

in
co

rp
or

at
io

n
in

to
th

e
ho

st
ge

no
m

e

Lo
w

ca
pa

ci
ty

(<
5

K
b)

K
O

/M
ic

e/
se

pa
ra

te
A

AV
(Y

oo
n

et
al

.,
20

18
)

K
O

/K
I/M

ic
e/

R
at

/R
N

P
El

ec
tro

po
ra

tio
n/

A
AV

tra
ns

du
ct

io
n

(M
iz

un
o

et
al

.,
20

18
;C

he
n

et
al

.,
20

19
)

(E
dr

ak
ie

ta
l.,

20
19

)

D
N

A
(e

xp
re

ss
io

n
ca

ss
et

te
)

M
ou

se
zy

go
te

m
ic

ro
in

je
ct

io
n

C
yt

op
la

sm
ic

in
je

ct
io

n
(Y

u
et

al
.,

20
15

)

M
I,

m
ic

ro
in

je
ct

io
n;

C
yt

-M
I,

cy
to

pl
as

m
ic

m
ic

ro
in

je
ct

io
n;

P
N

-M
I,

pr
on

uc
le

ar
m

ic
ro

in
je

ct
io

n;
D

N
A

-M
I,

D
N

A
m

ic
ro

in
je

ct
io

n;
K

I,
K

no
ck

in
;s

sO
D

N
,s

in
gl

e-
st

ra
nd

ed
ol

ig
on

uc
le

ot
id

es
;l

sD
N

A
,l

on
g

si
ng

le
-s

tra
nd

ed
D

N
A

;d
sD

N
A

,
lin

ea
rd

ou
bl

e-
st

ra
nd

ed
D

N
A

;H
D

R
-K

I,
ho

m
ol

og
y

di
re

ct
ed

re
pa

ir
kn

oc
ki

n;
R

N
P,

rib
on

uc
le

op
ro

te
in

co
m

pl
ex

.

emerging and requires further studies. There is a need for better
understanding of genome editing hurdles to allow edits at any
locus with high e�ciency.

DNA Donor
DNA donors have been used in di�erent formats to generate
KI models: plasmids, single-stranded oligonucleotides (ssODNs),
long single-stranded (ls)DNA, and linear double-stranded
(ds)DNA (Figure 2B and Table 4). These formats and their
design are important to direct repair toward KI. Because e�cient
KI generation is the most important issue currently, here we
review the main aspects and advances regarding the DNA repair
template and pathways.

Historically, transgenesis (Gordon and Ruddle, 1982; Palmiter
et al., 1982; Mullins et al., 1990; Charreau et al., 1996b) and
targeted mutagenesis using nucleases have been achieved using
circular plasmids or an excised dsDNA, to introduce a complete
expression cassette in rat and mouse genome (Cui et al.,
2011; Brown et al., 2013). DNA synthesis advances in recent
decades (Hao et al., 2020) have supported progress in genome
editing (Table 4), allowing e�cient synthesis of dsDNA, ssODNs
and lsDNA, with increasing size and purity from commercial
vendors. Nevertheless, yield issues persist with synthesis of long
DNA fragments. Today, short sequence insertion and precise
mutations are mostly generated using ssODNs. Its current
synthesis limit is 200 nucleotides or fewer for most providers.
A few years ago, lsDNA emerged as a new and e�cient way
to generate complex KI mouse (Miura et al., 2015; Miyasaka
et al., 2018) and rat (Yoshimi et al., 2016; Miyasaka et al., 2018)
models. Di�erent production strategies have been developed,
including in vitro transcription and reverse transcription (Miura
et al., 2015), plasmid excision by nicking endonucleases (Yoshimi
et al., 2016) and synthesis. High yield and purity are di�cult to
achieve for lsDNA production, leading to unexpected mutations
in addition to the desired KI genotypes (Codner et al., 2018).
Synthesis is quite expensive and limited to some kilobases
depending on vendors (Figure 2B and Table 4). Chemically
modified ssODNs, in cells and rodents, generally lead to higher
editing e�ciency (Renaud et al., 2016; Liang X. et al., 2017).
A study on human cells showed increased KI e�cacy using 5’-
end–modified dsDNA (Yu et al., 2020). The proof of concept of
this protection has clearly been demonstrated and will probably
be tested for all DNA donor formats.

Several approaches have been developed to optimize DNA
donor design, but no clear consensus has emerged regarding
impact on KI e�ciency. In human cells, some donors have shown
better KI e�ciency with ssODN complementary to the non-target
strand (Richardson et al., 2016), but others have shown similar
e�cacy for both designs (Liang X. et al., 2017). In the same way,
studies on human cells suggest better e�ciency with asymmetric
ssODNs (Richardson et al., 2016), whereas others report similar
KI e�ciency with both asymmetric and symmetric donors in
mouse embryos (Lanza et al., 2018). Furthermore, in human cells
(Liang X. et al., 2017) and mouse embryos (Hirotsune et al.,
2020), dsDNA with 3’ overhangs displays better KI e�ciency
(Figure 2B and Table 4). This improvement could be explained
by necessary genomic DNA end resection for KI generation
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during repair pathways, as discussed later. The only consensus
regarding DNA donor design is that the inserted sequence should
be as close as possible to the Cas9 cut site (Table 4) to yield
e�cient KI (Inui et al., 2014; Liang X. et al., 2017). To avoid
multiple cleavages on the KI inserted sequences, silent mutations
are introduced in the DNA donor close to the PAM.

Major hurdles remain for large (long donor) or complex
KI (several ssODNs with complex sequence). One clear way
to increase KI e�ciency is to use the RNP complex to carry
the DNA donor to the DSB (Figure 3A and Table 4). In this
way, all KI components will be present at the same time and
concentrate at the cut site. The stable and high a�nity between
biotin and streptavidin (Le et al., 2019) and the easy production
of biotinylated DNA donor have inspired several approaches.
Cas fused with avidin and a biotinylated DNA donor has been
tested to generate modified mice (Ma et al., 2017; Gu et al., 2018;
Wang Z. et al., 2020). The sgRNA has also been engineered
to insert a specific S1M aptamer of streptavidin and improve
KI generation in human cells (Carlson-Stevermer et al., 2017).
To ensure tight linkage, guide RNA and the ssODN donor
have also been chemically linked to crRNA (Lee et al., 2017).
Covalent attachment of theDNAdonor to a Cas9 fused to porcine
circovirus 2 Rep protein has been also described (Aird et al.,
2018). Recently, Cas9-ssODN conjugates generated chemically
or via an adaptor complementary to part of the ssODN, have
been used to enhance HDR-mediated genome editing in mouse
zygotes (Ling et al., 2020). Another team has used the RNP
complex itself in human cells, without modifying it, but by
inserting 16-nucleotide truncated Cas9 target sequences (tCTSs)
in the linear dsDNA donor (Nguyen et al., 2020). This tCTSs
allows RNP recognition without cleavage or use of a dCas9.

Repair Pathways
NHEJ is the most used pathway for DSB repair which produces
indels alleles by ligase IV direct ends ligation through well-
described mechanisms (Frit et al., 2019). When a DNA repair
template is available at the DSB, other pathways may be
induced, based on homology recognition. In contrast to NHEJ,
other repair pathways, i.e., HR, microhomology-mediated end
joining (MMEJ), and single-strand annealing (SSA), depend
on a DNA template and are predominant in S/G2 phases. To
favor KI, di�erent strategies with small molecules have been
used to arrest cells at di�erent phase of the cycle (Yeh et al.,
2019; Bischo� et al., 2020) but these strategies are di�cult
to apply to embryos. To favor HDR pathways predominant
in S/G2, Cas9 can be degraded by the proteasome in G1
phase (Figure 3B and Table 4) by fusion to geminin degron
(Gutschner et al., 2016; Charpentier et al., 2018; Lomova
et al., 2019). Mouse two-cell embryos have a long G2 phase
(Palmer and Kaldis, 2016) and open chromatin state that is
favorable for KI model generation. Gu et al. (2018) have
taken advantage of these features to develop the two-cell
homologous recombination (2C-HR)-CRISPR in mouse, to
increase large KI e�ciency with WT Cas9 or Cas9 fused to
monomeric streptavidin coupled with a biotinylated donor. This
approach has been reproduced in mouse using Mb3Cas12a
(Wang Z. et al., 2020).

All of these repair mechanisms except NHEJ have a key first
step in common: DSB end resection (for a review, see Ranjha
et al., 2018). The MRE11-RAD50-NBS1 complex must first be
recruited to DSB ends, where it drives CtIP and other resection
molecules (Ranjha et al., 2018). Exo1 can further resect DSB
ends to produce 30 overhangs that will be coated by replication
protein A (RPA). For HR, RPA will later be replaced by Rad51 to
promote strand exchange, whereas for SSA, RPA-coated resected
ends are recognized by Rad52 for processing by end annealing.
Factors unique for MMEJ are still unclear, but it requires short
resection, necessitating the inhibition by RPA end coating. The
size of this resection is linked to the repair pathway that is active.
Short resection will leave a short sequence for homology-driven
repair, as with MMEJ (5–25 bp) and SSA (>20 bp), whereas long
resection will allow for long homology recognition, as with HR
(>500 bp), and no resection will trigger NHEJ. These features
drive the design of DNA donor homology arms (Yao et al., 2017).

To favor KI, small inhibitors of NHEJ or essential molecules
carried to the DSB via gRNA, via Cas9 (Figure 3C and Table 4)
have been used. NHEJ inhibitors have mainly been tested on
cells (for reviews, see Yeh et al., 2019; Bischo� et al., 2020)
and SCR7, an inhibitor of ligase IV, has led to KI increase
in mouse (Maruyama et al., 2015; Singh et al., 2015) and rat
embryos (Ma et al., 2016). Cas9 in fusion with a domain of
CtIP has shown increased KI e�ciency in human cells and
rats (Charpentier et al., 2018; Tran et al., 2019). In the same
way, the use of a MS2 aptamer on the gRNA to carry CtIP
showed better KI e�ciency in cells than other molecules (Nakade
et al., 2018; Tran et al., 2019). Small molecules treatments to
increase KI e�ciency have been reviewed (Yeh et al., 2019;
Bischo� et al., 2020). No data was reported to date in rats
or mice, and only two studies showed that RS-1 enhances KI
e�ciency in rabbit (Song et al., 2016) and bovine embryos
(Lamas-Toranzo et al., 2020). Finally, tests on cells and mouse
embryos have shown that ExoI overexpression enhances KI
activity (Aida et al., 2016).

CRISPR-Cas9 has a repair profile closer to the environmental
DSB’s one compared to other nucleases with a high frequency of
insertions of one nucleotide (Trimidal et al., 2019) and mainly
repairs using out-of-frame indels (>70%) and microhomologies
(Guo et al., 2018; Taheri-Ghahfarokhi et al., 2018).

One study on mouse embryos showed that multiple
overlapping (at least > 5 bases) sgRNAs with ssODNs increase
KI e�ciency, probably by inducing shorter deletions (Jang et al.,
2018) (Table 4). Several studies have designed plasmid donors
with inserts flanked by gRNA recognition sites to excise it within
a cell or zygote (Figure 2B and Table 4). This strategy may
coordinate DSB and DNA donor availability at the cut site but
can also create the same ends on both the DNA donor and
the genomic DNA. It has led to increased KI in cells with
various lengths of the homologous arms (Zhang et al., 2017), in
mouse and monkeys embryos with HMEJ arms of 800 bp (Yao
et al., 2017) or in cells and mouse embryos MMEJ homology
arms of 40 bp (Aida et al., 2016). The results of these studies
suggest that repair outcomes can be influenced or used to
favor KI. Further experiments should be done in the rat to
confirm these results.
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Delivery Strategy Overview and System
Optimization
Gene-editing e�ciency by targeted-mutagenesis approaches,
unquestionably depends on the delivery system used. In the
following section, we describe the commonly used methods and
recently developed strategies, which are summarized in Table 5.
Latest methods are reported in Figure 1.

Microinjection
Since its development in mice in the early 1980s (Gordon et al.,
1980; Palmiter et al., 1982), microinjection has become the
most commonly used method to introduce di�erent cargos into
mouse and rat zygotes. Pronuclear injection, is a well-established
method and allows the delivery of purified nucleic acid in any
form (plasmid or dsDNA, lsDNA or ssODN, mRNA, gRNA,
RNP) and any size (for review, see Giraldo and Montoliu, 2001).
Nevertheless, the e�ciency of the method is variable, depending
in particular on the quality and size of DNA sources, and also
the skill of the manipulator (Charreau et al., 1996b; Hirabayashi
et al., 2001). In some cases, the pronucleus is hard to visualize
and the flexibility of the oolemma and nuclear membranes, as
in the rat, make delivery of DNA constructs more complex
and invasive (Brinster et al., 1985; Charreau et al., 1996b).
Cytoplasmic injection (CI) is an alternative to overcome these
technical problems and has been described to deliver linearized
DNA (Brinster et al., 1985), mRNA-encoding nucleases or sgRNA
(Geurts et al., 2009; Tesson et al., 2011; Remy et al., 2014; Wang
et al., 2014; Ménoret et al., 2015; Doe et al., 2018), allowing for
a transient expression of nucleases and thus reducing o�-target
events. TALEN and CRISPR-Cas in the form of proteins can
also be directly injected into the zygote pronucleus, cytoplasm,
or both sequentially to achieve gene modifications (KO and/or
KI). For proteins, e�ciencies are higher for CRISPR and lower
for TALEN than those observed with delivery in their DNA or
mRNA forms (Table 5; Ménoret et al., 2015; Wang et al., 2015;
Jung C. J. et al., 2017).

Electroporation
Delivery of ZFN, TALEN, or CRISPR-Cas9 nucleic acids
or protein components using zygote electroporation enables
generation of mice (Hashimoto and Takemoto, 2015; Qin et al.,
2015; Hashimoto et al., 2016; Wang et al., 2016) or rats
(Kaneko et al., 2014; Kaneko and Mashimo, 2015; Remy et al.,
2017) carrying various genetic modifications (Table 5). These
modifications include NHEJ-mediated indels (Kaneko et al.,
2014; Hashimoto and Takemoto, 2015; Kaneko and Mashimo,
2015; Qin et al., 2015; Hashimoto et al., 2016; Wang et al.,
2016; Remy et al., 2017), large segment deletions (Hashimoto
et al., 2016; Wang et al., 2016), conditional KO (Miyasaka et al.,
2018), double-KO (Teixeira et al., 2018), HDR-mediated precise
nucleotide substitutions (Kaneko and Mashimo, 2015; Qin et al.,
2015; Wang et al., 2016) or short sequence insertions using
ssODNs (typically < 200 bp) (Hashimoto and Takemoto, 2015;
Chen et al., 2016; Wang et al., 2016; Remy et al., 2017) and lsDNA
(from 600 bp to 1.5 kb) (Miyasaka et al., 2018). In some studies,
electroporation was done in mouse zygotes that were denuded of
the zona pellucida (ZP) by a Tyrod’s acid treatment (Qin et al.,

2015; Chen et al., 2016; Wang et al., 2016), without a�ecting the
early development unlike data reported in rats (Okuyama and
Funahashi, 2012). Electroporation also can be applied to mouse
and rat frozen zygotes for e�cient introduction of CRISPR RNP
complexes, without a�ecting embryo viability or development
(Nakagawa et al., 2018; Kaneko and Nakagawa, 2020).

Electroporation is thus an excellent alternative to
microinjection for genome editing in mice and rats, with
similar or sometimes higher success rates. It also allows the
simultaneous processing of many zygotes in a short time
(e.g., a batch of 50 zygotes in few seconds) without requiring
expensive equipment and operators with extensive training and
expertise. Nevertheless, a major limitation is the low e�ciency
or even absence of e�cacy of this method for introducing a
large DNA fragment (>500 bp) using dsDNA; even if entry
into the zygote cytoplasm is achieved, the migration into the
nucleus is blocked (Remy et al., 2017). LsDNA (up to 1.5 kb)
has been described as an alternative (Miyasaka et al., 2018) but
with lower KI yields than those observed using short ssODNs.
These results have not always been reproducible, probably
because of an ine�cient migration into the zygote pronucleus
(Remy et al., 2017).

Genome Editing via Oviductal Nucleic Acid Delivery
(GONAD)
GONAD has the advantages of electroporation without
requiring sacrifice of embryo donor animals or ex vivo embryo
manipulation. In this technique, the RNP complex is directly
injected into the oviduct of a pregnant mouse or rat, followed
by in situ electroporation. It was first described to generate
NHEJ using Cas9 mRNA (Takahashi et al., 2015; Gurumurthy
et al., 2016, 2019b) and then the improved GONAD (iGONAD)
was reported by Ohtsuka et al. (2018) in mice to e�ciently
generate indels mutations, large deletions, and ssODN and
lsDNA-based KI (up to 1 kb), by replacing Cas9 mRNA by
Cas9 RNP. Other groups have demonstrated the e�ciency of
iGONAD in rats for gene disruption and ssODN-based KI
(Kobayashi et al., 2018; Takabayashi et al., 2018) and in mice by
substituting Cas9 with AsCpf1 (Ohtsuka et al., 2018) (for review
see Sato et al., 2020).

Viral Vectors
Since e�cacy of KI using long DNA donors is still low, AAV
vectors have been used to deliver DNA cargo. Although AAV
has a reduced packaging capacity (⇠5.2 Kb), that limits their
use in delivering large functional components of TALEN and
SpCas9, some studies have reported AAV-mediated delivery
(mainly with the serotype 6) (Ellis et al., 2013) to generate
mutations in mouse and rat zygotes, by using either a dual-
AAV system carrying SpCas9 and sgRNA in separate vectors
(Yoon et al., 2018) or sgRNA and a shorter Cas9 ortholog
in an “all-in-one” vector (Edraki et al., 2019). Two groups
have also managed to generate KI mice (Mizuno et al., 2018;
Chen et al., 2019) and rats (Mizuno et al., 2018) by combining
zygote electroporation to deliver the RNP complex and AAV
transduction to introduce a large donor dsDNA (up to 4.9 kb)
with e�ciency ranging from 6 to 100% depending on the viral
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concentration (Mizuno et al., 2018). The method has not been
rigorously compared with other methods and requires generation
of high-purity AAV vectors.

Sleeping Beauty and PiggyBac transposons systems have been
optimized to deliver CRISPR-Cas system into cells to increase

gene editing e�ciency and allow multi-allele targeting (Weber
et al., 2015; Xu et al., 2017; Hu et al., 2018; Ye et al., 2019). Note,
however, that CRISPR-Cas integration by transposon into the
genome and its long-term expression in the cells could lead to
o�-target e�ects.

FIGURE 4 | Rat research model generation by CRISPR-Cas9 and applications. Strategies to generate research models by CRISPR-cas9 are multiple and very
helpful for studies of gene function and diseases or to generate a reporter model. (A) The RNP alone can be used to create indels at one or more loci to generate
single or multiple KO or a large deletion. (B) RNP with a short DNA donor (ssODN) can be used to generate a stop codon or mutations or to insert a Tag in the
reading frame of the endogenous gene of interest. (C) A large DNA donor (either lsDNA, dsDNA, or plasmid) can be used to express a reporter gene in the reading
frame of the endogenous targeted gene with a self-cleaving peptide, to generate conditional or inducible Cre/lox models with or without a reporter, or to overexpress
the rat or human gene of interest or a reporter gene in a safe harbor locus. For expression of inserted genes, an endogenous or ubiquitous promoter or a specific
promoter can be used to restrict expression to tissues or cell types. Figure created with BioRender.com. SNP, single nucleotide polymorphism; RNP,
ribonucleoprotein complex; 2A, self-cleaving peptide; KO, knockout; indels, insertion or deletion; Cre, Cre recombinase.
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Rat Research Models and Applications
Today, it is possible to generate a broad range of genetically
modified models, from simple KOs with precise mutations or
gene overexpression, to conditional or reporter models. Below,
we describe the main strategies to develop these models, which
also are illustrated in Figure 4. Main resources available to find
and develop rat models are available in Table 1. Table 6 describes
models already developed to study genes of the immune system.
Genome editing application in genetic disease studies is also
explained and illustrated by the existing models listed in Table 7.
Advantages of the rat as a model for those two applications are
highlighted in this section.

Strategies to Develop Genetically
Modified Models
Single, Multiple or Large Modifications
A KO model can be e�ciently generated through out-of-frame
indels (Figure 4A) by careful design of gRNA. Some of these will
lead to a reading frame shift with a premature termination codon
followed bymRNA degradation and no translation of the protein.
All mechanisms of premature termination codon followed by
mRNA degradation are not fully understood on mammals and
exceptions exist (Dyle et al., 2020). Most often, the CRISPR-Cas
system is designed to target one of the first exons of the gene,
but another approach is to generate a promoter-less allele that
can lead to a more severe phenotype than the KO model (El-
Brolosy et al., 2019). In that case, KO can be easily confirmed
by detection at the mRNA level. This strategy has not been used
commonly, but it could be particularly useful in the rat, for which
protein detection tools are limited. Mainly, these models have
been developed by nuclease DSB induction, but adenosine-base
editor is also an alternative with mouse and rat (Ma Y. et al., 2018;
Yang L. et al., 2018; Wang X. et al., 2020).

Multiple KO models can be generated using multiple RNP
complexes (Ma et al., 2014a,b), but to avoid large deletions, they
should not be located on the same chromosome (Figure 4A).
Translocation between chromosomes is also a risk that can be
reduced using ssODNs and di�erent Cas (Bothmer et al., 2020).
Outcomes analysis for multiple KO can be challenging and
should be carefully considered when designing CRISPR tools.

For large genomic KOs involving several consecutive genes,
two DSBs can be induced by designing gRNA on both sides of
the region of interest (Figure 4A). If both DSBs occur at the same
time, the result will be a large deletion of this region of interest.
To our knowledge, the biggest deletion achieved to date in rats is
24,499 Kb (Birling et al., 2017).

ssODNs that include a STOP codon can be used to create a
nonsense mutation and inactivate a specific gene (Figure 4B).
The rate of KI is usually lower than the frequency of indels, but
because both the KI and a large fraction (>70%) of indels (Guo
et al., 2018; Taheri-Ghahfarokhi et al., 2018) induce out-of-frame
mutations, this increases the chance of obtaining a KO animal.

ssODNs containing a mutation observed in a human disease
have been used to generate animal models (Figure 4B) such as for
cystic fibrosis (Dreano et al., 2019; Table 7). The use of ssODNs
will allow inclusion of specific features, such as restriction sites, to

facilitate KI genotyping. Base- and prime-editing, are particularly
fitting tools for generating mutations. Base editing has already
been applied in the rat (Yang L. et al., 2018) but prime editing
only in the mouse for now (Liu Y. et al., 2020).

Gene Overexpression
Overexpression of the gene of interest might be useful for
gaining a better understanding of its role. The gene can be
overexpressed by its insertion with its promoter or with an
ubiquitous promoter (Figure 4C, right panel). In the past, this
e�ect has been achieved through transgenesis, but expression of a
randomly inserted cassette is a�ected by the genomic locus where
it is inserted. Advances in genome-editing tools have made it
possible to target a permissive locus, also called a “safe harbor,”
to overcome this issue (Saunders, 2020). Rosa26 and Hprt are the
most commonly used safe harbors that have been targeted in rat
embryos (Kobayashi et al., 2012; Remy et al., 2014).

Humanized animal models are of great value to better study
human diseases by insertion of the human gene into the animal
genome (Figure 4C, right panel). For some projects, cDNA of the
gene of interest is enough and can be used to generate humanized
models, as it was done for a humanized model of cystic fibrosis
(Birket et al., 2020).

Conditional Models
Site-specific recombinase systems (SSR) are used for conditional
excision or inversion of the targeted site. Their application
requires the generation of two lines, one expressing the specific
SSR and one displaying the two specific DNA sites flanking
the locus of interest (Figure 4C, lower panel). These lines are
then crossed to combine both mutations in a single animal line
(Birling et al., 2009). The Cre/lox system is the most commonly
used SSR system option for mouse conditional models, even
though other variants and other systems (FLP-FRT, Dre-rox,
Nigri-nox, and others) have been used and combined. To the
best of our knowledge, Cre/lox is the only SSR system that
has been used to generate conditional rat models. The use of
targeted nucleases permits precise insertion of Cre behind the
endogenous promoter (Figure 4C, lower panel), allowing reliable
and relevant tissue or cell specific expression of Cre (for a review
see Kim H. et al., 2018). To achieve temporal control of the
gene of interest, drug-inducible systems are used (Navabpour
et al., 2020). Fusion of Cre with estrogen receptor 2 (Cre-
ERT2) leads to sequestration of Cre in the cytoplasm, and the
addition of tamoxifen at a certain time point induces Cre-ERT2
translocation into the nucleus, allowing Cre to recombine loxP
sites (Figure 4C, lower panel). These animal lines should be
carefully bred and analyzed to limit toxicity and leakage (Song
and Palmiter, 2018). Cre/CreERT2 models characterization at
some point requires the use of Cre reporter models expressing
a floxed STOP before a reporter gene (Figure 4C, lower panel).
After Cre recombination, reporter expression is turned on and
specific expression can be characterized. Validation of loxP
models requires Cre or CreERT2 models (Figure 4C, lower
panel). The observed phenotype will then be specific to the Cre
expressing tissues and the loxP line tested.
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TABLE 6 | Genetically engineered rat models for genes of the immune system.

(A)

Immunology
domain

Gene/genetic
modification

Genomic
tool used

References Phenotype and
rats vs. mice

Depository or
breeder

company ID

Immuno-
deficient
models

Rag1/KO or
Rag2/KO

Meganuclease
CRISPR

Zschemisch et al.,
2012; Ménoret et al.,
2013; Tsuchida et al.,
2014; Chang et al.,
2015; Noto et al., 2018

T-B-NK+. Rag1/KO or Rag2/KO rats and mice show similar
phenotypes

Rag2 KO;
NBRP Rat

#0894

Foxn1/KO CRISPR Goto et al., 2016 T-B+NK+. Foxn1/KO rats and mice show similar immune and
albino phenotypes

RGD
#10053598
#10053601

Il2rg/KO TALENs
CRISPR

Mashimo et al., 2010;
Samata et al., 2015;
Kuijk et al., 2016

T-B+/-NK-. Il2rg/KO rats and mice show similar phenotype #0585

Rag1/KO or
Rag2/KO or
Prkdc/KO or
and Il2rg/KO

ZFNs
TALEN
CRISPR

Mashimo et al., 2012;
Ménoret et al., 2018;
He et al., 2019

T-B-NK-. KO rats and mice show similar phenotypes IL2Rg-Rag2
KO;

NBRP Rat
#0895

RRG (TRIP)

Human SIRPa/Tg BAC microinjection Goto et al., 2016; Jung
et al., 2016; Yang X.
et al., 2018; Ménoret
et al., 2020

# phagocytosis human cells. hSIRPa/Tg rats and mice show similar
phenotype

Rag1/KO or
Rag2/KO or
Prkdc/KO or
+Il2rg/KO+human
SIRPa/Tg

ZFNs, TALENs,
CRISPR

Yang X. et al., 2018;
Ménoret et al., 2020

T-B- NK-, # phagocytosis human cells
Similar phenotypes in KO and Tg rats and corresponding mice as
well in KO NOD mice which have a spontaneous mutation in Sirpa

RRGS (TRIP)

Ighm, Iglc, Igkc /KO ZFNs Ménoret et al., 2010;
Panzer et al., 2018

T+B-NK+. Ighm/KO and IgKc/KO rats and mice show similar
phenotype

IgM KO
(Ligand)

Human Ig heavy
and/or light chain
loci/Tg

BAC microinjection Osborn et al., 2013;
Ouisse et al., 2017; Xu
et al., 2018

Production of human IgG binding domains for the generation of fully
human mAbs
Human Ig heavy and/or light chain loci/Tg rats and mice show
similar phenotype

Ligand

C3/KO CRISPR Xu et al., 2018 Role of complement in neuropathy during chemotherapy model not
available in mice because of defects in complement activation in
mice

RGD
#19165133

CDs and
membrane
molecules

HLA-
B27 + hb2m/Tg

DNA microinjection Hammer et al., 1990 HLA-B27 + hb2m/Tg rats are a much better model of
spondyloarthropathy than are HLA-B27 + hb2m/Tg mice

HLA-B27 RGD
#7387221

hCD55 + hCD59/Tg DNA microinjection Charreau et al., 1996a,
1999

hCD55 + hCD59/Tg rat hearts were heterotopically grafted in
primates
Not possible for corresponding mice

/

hCD46/Tg DNA microinjection Niewiesk et al., 1997 Model of measles infection and complement control.
hCD46/Tg rats and mice show similar phenotypes

/

hCD4/hCCR5/Tg DNA microinjection Keppler et al., 2002 hCD4/hCCR5/Tg rats are a closer model to human
hCD4/hCCR5/Tg mice exhibited very little or no productive infection

/

hFasL/Tg DNA microinjection Tesson et al., 1999;
Bouchet et al., 2002

Expression in endothelial cells
Model not available in mice

/

hCD21/Tg DNA microinjection Yang et al., 2003 Model of EBV infection hCD21/Tg rats and mice show similar
phenotypes

/

hCD64/Tg DNA microinjection van Vuuren et al., 2006 Depletion of macrophages a CD64-immunotoxin and inhibition of
arthritis
Transgenic rats and mice have similar expression

/

hP2Y2R/Tg Lentiviral vector Agca et al., 2009 Tissue inflammation, increase in certain leukocyte populations
No hP2Y2R transgenic mouse line generated

/

Cd247 (CD3 z

chain)/KO*
ZFNs Rudemiller et al., 2014 Fewer kidney lesions in a model of hypertension similar immune

phenotype in Cd247/KO rats and mice in T cell signaling and
depletion of T cells
No model of hypertension analysis in Cd247/KO mice

RGD
#6484582
#6484564
#6484568

(Continued)
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TABLE 6 | Continued

(A)

Immunology
domain

Gene/genetic
modification

Genomic
tool used

References Phenotype and
rats vs. mice

Depository or breeder
company ID

Tlr4/KO TALENs Ferguson et al., 2013 Tlr4/KO rats and mice show similar decreased
pro-inflammatory cytokine secretion upon
lipopolysaccharide stimulation

RRRC
#694

Cd40/KO* CRISPR Haller et al., 2017 Cd40/KO rats have fewer kidney lesions in a model of
hypertension than mice
No model of hypertension analysis in Cd40/KO mice

RRRC
#840

Adora2b/KO* ZFNs Nayak et al., 2015 Adora2b/KO rats but not mice showed decreased
pro-inflammatory cytokine secretion and less cardiac and
renal injury/fibrosis in response to hypertension

RGD
#6484715

Clec1/KO ZFNs Lopez Robles et al.,
2017

Clec1/KO rats but not mice showed increased inflammatory
responses by DCs

(TRIP)

Cd59/KO CRISPR Yao and Verkman,
2017b

Cd59/KO rats and not mice (showed mild hemolytic anemia
and a faithful model of neuromyelitis optica

RGD
#13792606

Kv1.3/KO ZFNs Chiang et al., 2017 Kv1.3 KO rats are a better and closer model to human.
Mouse T cells, unlike rat or human T cells, co-express
additional redundant Kv1 channels

/

Cytokines/
secreted
products and
their receptors

Avp/Tg DNA microinjection Jessop et al., 1995 A model for the study of thymic arginine vasopressin in T
cell differentiation
No analysis of AVP expression in thymus of transgenic mice

/

Ifng/Tg DNA microinjection Egwuagu et al.,
1999a,b

IFNgamma expression in the eye in a model of uveitis
Conflicting results: IFN-g exacerbates uveitis in the rat and
confers protection in the mouse

/

TGFb1/KO* ZFNs Chen et al., 2013 Rats and mice TGFb1/KO with a T cell-specific deletion of
the Tgfb1 gene developed lethal immunopathology in
multiple organs

RGD
#5131989

Il22bp/KO CRISPR Martin et al., 2016 IL22BP protective in models of colitis and psoriasis (TRIP)

Ifnar1/KO CRISPR Qaisar et al., 2017 Absence of IFN-I responses
Ifnar1/KO rats and mice not analyzed in the same way

RGD
#12910493 #12910494

Il15/KO ZFNs Renaud et al., 2017 A genetic model of NK-cell deficiency in rats
Il15/KO rats and mice show similar phenotypes

RRRC
#769

Tbet/KO ZFNs Ma Z. G. et al., 2018 T-bet can direct Th1 lineage commitment
Tbet/KO rats and mice show similar phenotypes

/

Csf1r/KO ES cells Pridans et al., 2018 Absence of most macrophages in most tissues.
Macrophages effects in development of multiple organ
systems in rats were distinct from those reported in mice

/

Csf1r-GFP/KI DNA microinjection Irvine et al., 2020 Csf1r-GFP/KI rats and mice show similar phenotypes /

Intracellular
molecules

HMOX1/Tg DNA microinjection Braudeau et al., 2003 HMOX1/Tg only described in rats /

Hmox1/KO ZFNs Atsaves et al., 2017 Hmox1/KO rats and mice show similar phenotype with
generalized inflammation and kidney lesions and lethality

Ian5/Tg PAC microinjection Michalkiewicz et al.,
2004

A model that shows the essential role of IAN5 for lymphoid
development. IAN5 rescues lymphopenia in BB rats with a
mutation in the Ian5 gene

/

Notch1/Tg DNA microinjection van den Brandt et al.,
2005

Blockade of thymic development and T cell lymphopenia
Notch1/Tg rats and mice show similar phenotypes

/

Selenoprotein
M/Tg

DNA microinjection Hwang et al., 2008 Maintenance of a high level of antioxidant status
Selenoprotein M/Tg rats and mice show similar phenotypes
in brain

/

Bcl2/Tg DNA microinjection Iscache et al., 2011 Increased B cells and immunoglobulins
Bcl2/Tg rats and mice show similar phenotypes

/

Cyp2j4/KO ZFNs Behmoaras et al., 2015 Cyp2j4 determines a profibrotic macrophage transcriptome
Implications in various inflammatory conditions
Similar results in Cyp2j4/KO rats and mice

RGD
#12904679

(Continued)

Frontiers in Genetics | www.frontiersin.org 17 April 2021 | Volume 12 | Article 615491

https://www.frontiersin.org/journals/genetics
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/genetics#articles


fgene-12-615491 April 19, 2021 Time: 11:29 # 18

Chenouard et al. Advances in Genetically Modified Rats

TABLE 6 | Continued

(A)

Immunology
domain

Gene/genetic
modification

Genomic
tool used

References Phenotype and
rats vs. mice

Depository or breeder
company ID

Ahr/KO ZFNs
TALENs
CRISPR

Harrill et al., 2013;
Phadnis-Moghe et al.,
2016

A variety of T and B cell alterations. Ahr/KO rats are more
analyzed than Ahr/KO mice
Rats showed other organ alterations

RGD
#12903250 (Horizon

Discovery);
RGD

#12903272 (Horizon
discovery)

RGD
#13838845 (not available)

RRRC#831 (CRISPR)
RGD

#15090819
#15090817 (TALEN, not

available)

Aire/KO ZFNs Ossart et al., 2018 Autoimmunity in several organs Aire/KO rats not observed
in Aire/KO mice

(TRIP)

Prox1
promoter-
EGFP/Tg

BAC microinjection Jung E. et al., 2017 Visualization of all lymphatic vessels Prox1
promoter-EGFP/Tg rats and mice show similar phenotypes

/

Eogt/KO TALENs Hao et al., 2018 O-GlcNAc glycosylation deficiency with defect in Notch
signaling in autoimmune hepatitis
Eogt/KO rats and mice show similar phenotypes

/

Paraoxonase
1/KO

CRISPR Bai et al., 2018 Thymocyte blockade at the CD4/CD8 double-negative to
double-positive transition stage
No mouse model reported

RGD
#12790692 #12790698

#12790695

S100A8
transgenic
rats/Tg

DNA microinjection Okada et al., 2018 Altered macrophage function in a colitis model
S100A8/Tg rats and mice show similar phenotypes

/

(B)

Gene/KO

Miscellaneous Snx25/KO, Axl/KO*, Cd14/KO*, Cd55/KO, Cd226/KO,
Cyba/KO*, Cybb/KO*, Fyn/KO*, Gpr183/KO*, Ifnar1/KO

Unpublished,
available at MCW RGD

*Performed in the Dahl/S strain. WCM RGD, Wisconsin Medical College Rat Genomic Database. EBV; Epstein Barr virus.

Other systems have been used in mouse and rat for
spatiotemporal control. Tetracycline (Tet) on or o� systems,
like SSR systems, require two lines, one carrying a Tet (or
doxycycline, its derivative)-sensitive transcriptional activator and
one on the targeted locus carrying the Tet-responsive promoter
element (Kim H. et al., 2018). The use of Tet systems for the
development of transgenic mice has been reviewed previously
(Sun et al., 2007) and applied to the generation of inducible rat
models (Tesson et al., 1999; Table 6). For cell specific depletion,
the diphtheria toxin receptor can be expressed under a cell
specific promoter such as CX3CR1 for microglia depletion in rat
(Vichaya et al., 2020).

Rat research is long way behind mouse studies for
development of conditional models because of the decades-long
use of mouse ES cells (Ramírez-Solis et al., 1995). Use of ES cells
remains time consuming in mouse and technically challenging in
rat. E�orts have currently been deployed to generate conditional
models using CRISPR-Cas9 with all the di�culties previously
discussed for large and complex insertion. Overcoming these
hurdles is a major issue for both mouse and rat but it is required

for the rat. A multicenter study in mice showed that loxP KI
using two ssODNs and RNP complexes is less e�cient than
using a single long DNA donor (Gurumurthy et al., 2019a).
Sequential insertion of each loxP ssODN by microinjection and
electroporation of one and two-cell embryos has also been tested
but is technically demanding (Horii et al., 2017).

Reporter and Tagged Rat Models
Transgenic ubiquitous reporter models have been generated with
di�erent fluorophores and promoters. The most developed and
used models are animals that express fluorogenic proteins in
di�erent tissues, such as CAG-GFP rats (Remy et al., 2014;
Ménoret et al., 2015). Today, with CRISPR-Cas systems, a
reporter gene or a tag can directly be inserted at the end of the
reading frame by replacing the stop codon of the endogenous
locus of interest (Figures 4B,C, upper left panel). A fusion protein
or two separated molecules expressed at the same level can be
generated using self-cleaving peptides. Our team has generated
a KI IL22bp-T2A-eGFP rat model to identify cells expressing
this gene (submitted). For advanced reporter models, conditional
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TABLE 7 | Genetically modified rat models of human genetic diseases.

System/organ
affected

Human genetic
disease

Gene/genetic
modification

Genomic tool
used

References Rats vs. mice Depository or
breeder
company ID

Cardiovascular pulmonary arterial
hypertension

BMPR2/KO ZFN Ranchoux et al.,
2015; Hautefort
et al., 2019;
Manaud et al.,
2020

Bmpr2 KO rats showed pulmonary vascular cell
phenotypes closer to human patients than in
Bmpr2 KOmice

RGD#38501086
(not available)
RGD #14975305
#14981588

Primary pulmonary
hypertension 4
(PPH4)

Kcnk3/KO CRISPR-Cas9 Lambert et al.,
2019

Rats have a Kcnk3 gene as humans do but mice
do not

/

Atrial fibrillation,
familial, 18 (ATFB18)

Myl4/KO CRISPR-Cas9 Peng et al., 2017 This model reproduces the human disease
No Myl4/KO mouse model is reported

/

Familial hypertrophic
cardiomyopathy and
myocardial genetic
diseases

Myh7b/KO CRISPR-Cas9 Chen et al., 2020 This model reproduces the human disease
No Myh7b/KO mouse model is reported

/

Danon disease Lamp2/KO TALEN Wang et al., 2017;
Ma S. et al., 2018

Lamp2-KO rats could be a more valuable animal
model for DD than Lamp2/KO mice

RGD #13703119

Nervous
system

Epileptic
encephalopathy, early
infantile, 63 (EIEE63)

Cplx1/KO CRISPR-Cas9 Xu et al., 2020 Cplx1/KO rats and mice show different phenotypes
Rat model reproduces the disease better

Dystonia 25 (DYT25) Gnal/KO CRISPR-Cas9 Yu-Taeger et al.,
2020

Gnal/KO rats show early symptoms as in patients
not seen in Gnal/KO mice

/

Cockayne syndrome Ercc6/KO (KI
R571X)

CRISPR-Cas9 Xu et al., 2019 The brain is more affected in CSB-deficient rats vs.
mice

/

Neonatal
hydrocephalus

L1cam/KO CRISPR-Cas9 Emmert et al.,
2019b

L1cam/KO rats and mice show similar phenotypes
similar to those of patients

RRRC #850 +
851

Ccdc39/KI point
mutation
c.916+2T

CRISPR-Cas9 Emmert et al.,
2019a

Ccdc39 KO rats and mice show similar phenotypes
Rats are more suitable for imaging and surgical
experiments

/

Schizophrenia Drd2/KI
reporter

CRISPR-Cas9 Yu et al., 2016 Inter-species difference of DRD2 expression
between rats and mice

/

Amyotrophic lateral
sclerosis

Fus/KI point
mutation
R521C

CRISPR-Cas9 Zhang T. et al.,
2018

Fus/KI rats and mice show an altered phenotype
with subtle differences

/

Neurofibromatosis
type 1

Nf1/KO CRISPR-Cas9 Moutal et al., 2017;
Dischinger et al.,
2018

Nf1/KO rats have a more pronounced phenotype
than Nf/ KO mice

/

Cystic
leukoencephalopathy

RNaseT2/KO
BigDel

CRISPR-Cas9 Sinkevicius et al.,
2018

No RNaseT2/KO mice reported RGD #13781890,
not available

Epileptic
encephalopathy, early
infantile, 24 (EIEE24)

Hcn1/KO TALEN Nishitani et al.,
2019

Hcn1/KO rats but not Hcn1/KO mice exhibited
epilepsy

NBRP Rat #0821
#0820 #0819
#0822

MECP2-related
severe neonatal
encephalopathy,
Rett-like syndrome
(RTT)

Mecp2/KO ZFN Engineer et al.,
2015

Mecp2/KO rats displayed more symptoms of RTT
than KO mice

RGD #11567272;
Horizon
Discovery

Fragile X syndrome/
Asperger syndrome,
X-linked, 1 (ASPGX1)

Fmr1/Nlgn3/DKOZFN Hamilton et al.,
2014

Similar phenotype for Fmr1/Nlgn3/DKO rats and
mice. Rats more suitable than mice for analysis of
complex behavioral and social activities

RGD #11568700;
Horizon
Discovery; Nlgn3)
RGD #11568040;
Horzon
Discovery; Fmr1
KO; RGD
#11553873

Phelan-McDermid
syndrome

Shank3/KO
Shank3/KO
BigDel

ZFN
CRISPR-Cas9

Harony-Nicolas
et al., 2017
Song et al., 2019

Shank3-KO rats showed normal social interaction
and self-grooming behaviors whereas Shank3-KO
mice do not

/

Angelman syndrome Ube3A/KO
BigDel

CRISPR-Cas9 Dodge et al., 2020 As in patients, Ube3A/KO rats bear a large deletion
of the gene whereas Ube3A/KO mice not

/

(Continued)
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TABLE 7 | Continued

System/organ
affected

Human genetic
disease

Gene/genetic
modification

Genomic tool
used

References Rats vs. mice Depository or
breeder
company ID

Intellectual deficiency
from genetic origin

Cplx1/KO CRISPR-Cas9 Xu et al., 2020 Cplx1/KO rats showed ataxia, dystonia, exploratory
deficits, anxiety and sensory deficits but normal
cognitive function

/

Essential tremor Aspa and
Hcn1/KO

TALEN Nishitani et al.,
2020

Aspa and Hcn1/KO rats developed tremor NBRP Rat #0806
#0805 (Aspa
KO); Cf Table 6
pour Hcn1 KO

Ataxia-telangiectasia Atm/KO ZFN Quek et al., 2017 Atm/KO rats show cerebellar atrophy and
neurodegeneration which are poorly recapitulated in
Atm/KO mice

NBRP #0627
#0649

Autism spectrum
disorder

Cntnap2/KO ZFN CRISPR Scott et al., 2018 Cntnap2/KO rats better recapitulate certain
behavioral symptoms than do Cntnap2/KO mice

RGD #11568646;
Horizon
Discovery; RGD
#25330087
(CRISPR);

Shank2/KO ZFN Modi et al., 2018 Shank2/KO rats show behavior and
electroencephalography abnormalities not seen in
Shank2/KO mice

/

Canavan disease Aspa/KO TALEN Nishitani et al.,
2016

Aspa/KO rats and mice show similar phenotypes
similar to those of patients

NBRP Rat #0806
#0805

Familial focal epilepsy Depdc5/KO TALEN Marsan et al., 2016 Homozygous Depdc5/KO rats and mice have
similar phenotypes but heterozygous Depdc5/KO
rats and not mice had altered neuron excitability
and firing patterns

NBRP Rat #0739

Parkinson’s disease Lrrk2/KO ZFN Ness et al., 2013 LrrK2/KO rats and mice show similar phenotypes
similar to those of patients

RGD #7241053;
Lrrk1/Lrrk2 KO
Horizon
Discovery RGD
#7241047;
Lrrk1/Lrrk2 KO
Horizon
Discovery RGD
#7241050;
Lrrk2/KO;
Horizon discovery
RGD #7241056;
Lrrk2/KO;
Horizon
Discovery

Alpha-synuclein
autosomal dominants
forms of Parkinson’s
disease

SNCA-A53T-
A30P/Tg

DNA
microinjection

Lelan et al., 2011 SNCA-A53T transgenic rats and mice have similar
phenotypes

/

Familial Parkinson’s
disease

DJ-1 and
Pink1/KO

ZFNs Sun et al., 2013 DJ-1 and Pink1/KO rats and mice show similar
phenotypes similar to those of patients

DJ-1 RGD
#7241054 + RGD
#7241049
Pink1/KO;
Horizon discovery

congenital
generalized
lipodystrophy

Bscl2/KO ENU Ebihara et al., 2015 Bscl2/KO rats have brain reduction and
azoospermia as in patients, Bscl2/KO mice do not
reproduce these pathologies

NBRP Rat #0763

Autosomal-dominant
lateral temporal lobe
epilepsy

LGI1/KO ENU Baulac et al., 2012 Rats reproduce the human disease and are
complementary to the KO mice

NBRP Rat #0656

Gastrointestinal Hereditary
tyrosinemia type I

Fah/KO CRISPR Zhang et al., 2016 Fah/KO rats developed liver fibrosis and cirrhosis,
not observed in Fah/KO mutant mice

RGD #10002791
(TALEN;
PhysGenKO)
RGD #14398825
(CRISPR) RGD
#14398828
(CRISPR

(Continued)
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TABLE 7 | Continued

System/organ
affected

Human genetic
disease

Gene/genetic
modification

Genomic tool
used

References Rats vs. mice Depository or
breeder
company ID

Hirschsprung disease Ednrb/KO CRISPR-Cas9 Wang et al., 2019a Ednrb/KO rats in a particular strain caused
embryonic lethality and megacolon as in certain
strains of Ednrb/KO mice

/

Rotor syndrome OATP1B2 /KO CRISPR-Cas9 Ma et al., 2020 OATP1B2 /KO rats reproduce the
hyperbilirubinemia observed in patients

/

Atypical hereditary
non-polyposis
colorectal cancer

Msh6/KO ENU
mutagenesis

van Boxtel et al.,
2008

Msh6/KO develop a spectrum of tumors /

familial colon cancer Apc/KO ENU
mutagenesis

Amos-Landgraf
et al., 2007

Apc/KO recapitulates pathology better than mouse
models

RRRC#00782 +
RRRC#718
(Amos-Landgraf)
NBRP Rat #0443

Muscle Muscular dystrophy
(Duchenne and
Becker forms)

Dmd/KO and
BigDel

TALENs and
CRISPR-Cas9

Larcher et al.,
2014; Nakamura
et al., 2014

Dmd/KO rats better recapitulate the pathology than
Dmd/KO mice

NBRP Rat #0779
NBRP Rat #0780
NBRP Rat #0781
RGD #12880037;
(TRIP)

Myostatin-related
muscle hypertrophy

Mstn/KO ZFN Mendias et al.,
2015; Gu et al.,
2016

In contrast to Mstn/KO mice, Mstn/ KO rats
showed higher muscle fiber contractibility and
lifelong increase in weight in male but not female

RGD #5131964
(PhysGen KO)
RGD #5143985
(PhysGenKO)
RGD #5131954
(PhysGen KO)

Lung Cystic fibrosis Cftr/KO ZFN Tuggle et al., 2014 Cftr/KO rat and mice show similar phenotypes that
are mostly similar to those in patients.
Rats but not mice have tracheal and bronchial
submucosal glands.

RGD #14392817
(SAGE, not
available) RGD
#14392813;
Horizon discovery
RGD #14392815;
Horizon discovery

Cftr/KO and
DF508

CRISPR-Cas9 Dreano et al., 2019 Cftr/KO and DF508 rats and mice show similar
phenotypes. DF508 rats and mice show
phenotypes that are milder than in their Cftr/KO
counterparts. Rats but not mice have tracheal and
bronchial submucosal glands

/

CFTR/KI and
G5551D

ZFN Birket et al., 2020 CFTR/KI G5551D humanized rats display
normalization of several pulmonary parameters after
ivacaftor treatment

/

Endocrine Glucocorticoid
resistance

Nr3c1/cKO CRISPR-Cas9 Scheimann et al.,
2019

Nr3c1/cKO in CNS specific brain regions using
injection of AAV-Cre vectors not possible in mice

/

Estrogen resistance
(ESTRR)

Esr1/KO and
Esr2/KO

ZFN Rumi et al., 2014;
Khristi et al., 2019

Esr1/KO rats and mice show similar phenotypes
similar to those of patients

RRRC#701 (Esr1
KO) RRRC#849
(Esr1 KO)
RRRC#742 (Esr2
KO) RRRC#677
(Esr2 KO)

Congenital
hypothyroidism

Tshr/KO CRISPR-Cas9 Yang et al., 2018 Tshr/KO rats and certain strains of Tshr KO mice
show similar phenotypes similar to those of patients

/

Allan-Herndon
Dudley-syndrome

Mct8/KO CRISPR-Cas9 Bae et al., 2020 Mct8/KO rats showed growth and reduced sperm
motility and viability Mct8/KO mice did not show
growth retardation

/

Metabolic Congenital leptin
deficiency

Lep/KO CRISPR-Cas9 Guan et al., 2017 Lep/KO rats and mice show similar phenotypes
similar to those of patients

/

Leptin receptor
deficiency

Lepr/KO CRISPR-Cas9
and TALEN

Bao et al., 2015;
Chen Y. et al.,
2017

Lep/KO rats and mice show similar phenotypes
similar to those of patients

/

Aceruloplasminemia Cp/KO CRISPR-Cas9 Kenawi et al., 2019 Cp/KO rats show similar plasma biochemical
alterations and profile of iron overload in liver and
spleen as in humans Cp/KO mice showed different
results

RGD #38501060
#38501061
#38501059; not
available

(Continued)

Frontiers in Genetics | www.frontiersin.org 21 April 2021 | Volume 12 | Article 615491

https://www.frontiersin.org/journals/genetics
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/genetics#articles


fgene-12-615491 April 19, 2021 Time: 11:29 # 22

Chenouard et al. Advances in Genetically Modified Rats

TABLE 7 | Continued

System/organ
affected

Human genetic
disease

Gene/genetic
modification

Genomic tool
used

References Rats vs. mice Depository or
breeder
company ID

Multiple mitochondrial
dysfunctions
syndrome, among
them pulmonary
artery hypertension

Nfu1/KI point
mutation
G206C

CRISPR-Cas9 Niihori et al., 2020 Nfu1/KI point mutation G206C is only reported in
rats.
The model shows both mitochondrial dysfunction,
and pulmonary artery hypertension with more
prevalence in females than in males, as in patients

/

Generalized arterial
calcification of infancy
and
pseudoxanthoma
elasticum

Abcc6/KO ZFN Li et al., 2017 Abcc6/KO rats allowed ex vivo perfusion of liver
and spleen and definition of the liver as the primary
site of the disease

RGD #13792683
#13792682
#10413850
#10413852
#10413854
#10413858
#10413856

Diabetes mellitus,
non-insulin-
dependent, 5
(NIDDM5)

AS160
(TBC1D4)/KO

CRISPR-Cas9 Arias et al., 2019 AS160-KO rats and mice showed similar alterations
in whole body assessment
Rats’ bigger size allowed measurements using
single myofibers

RGD #38596327

multiple mitochondrial
dysfunctions
syndrome

Isca1/KI-
mCherry-Cre

CRISPR-Cas9 Yang et al., 2019 Developmental block in embryos at 8.5 days Not
reported in mice

/

Primary hyperoxaluria
type 1 (PH1)

Agxt/KO CRISPR-Cas9 Zheng et al., 2020 Agxt/KO rat model better recapitulate the disease
than the Agxt/KO mice

/

Agxt/KI
mutation
D205N

CRISPR-Cas9 Zheng et al., 2018 Agxt/KI mutation D205N model recapitulates the
disease in rats
Not reported in mice

/

Familial
hypercholesterolemia

Ldlr-ApoE/DKO CRISPR-Cas9
and
CRISPR-Cpf1

Zhao et al., 2018;
Lee J. G. et al.,
2019

Double Ldlr-ApoE/DKO rats better recapitulate the
pathology than do double Ldlr-ApoE/DKO mice

/

Dwarfism Ghsr/Tg
Ghsr/KO

DNA
microinjection
ENU
mutagenesis

Flavell et al., 1996
Shuto et al., 2002

Dwarfism in rats as in GshR/KO mice
Analysis of the role of GSHR in behavioral
pathologies including eating disorders

RGD #12910127
RGD #1642278
(PhysGen)
RRRC#421RRRC
#405

Ghsr/KO CRISPR-Cas9 Zallar et al., 2019 RRRC#827

Hyaline fibromatosis
syndrome

Antxr2/KO CRISPR-Cas9 Liu X. et al., 2017 Antxr2/KO rats and mice show similar phenotype
Antxr2/KO rats did not develop hypertension

/

Obesity (OBESITY) Mc3R-
Mc4R/DKO

CRISPR-Cas9 You et al., 2016 Double Mc3R-Mc4R/DKO rats better recapitulate
the pathology than do double Mc3R-Mc4R/DKO
mice

RGD #13825199
(Mc4R KO)
(Hubrecht
Laboratory,
Centre for
Biomedical
Genetics, 3584
CT Utrecht, The
Netherlands.
Hera Biolabs,
Taconic.)

Congenital
hyperinsulinism

Sur1/KO TALEN Zhou et al., 2019 Sur1/KO rats and mice reproduce the disease Rats
showed a particular glucose control profile

/

Fumarase deficiency Fh/KO TALEN Yu et al., 2019 Fh/KO rats and mice show similar phenotype and
reproduce the disease

RGD #13792795
#13792794 (not
available)

Fabry disease Gla/KO CRISPR-Cas9 Miller et al., 2018 Gla/KO rats better recapitulate the pathology than
do Gla/KO mice

RGD #10054398

Oculocutaneous
albinism type 1

Tyr/KO TALEN Mashimo et al.,
2013

Tyr/KO rats and mice show similar phenotype and
reproduce the disease

NBRP Rat #0666

Wolfram syndrome Wfs1/KO ZFN Plaas et al., 2017 Wfs1/KO rats better recapitulate the pathology than
Wfs1/KO mice

/

Nephrology Focal segmental
glomerulosclerosis 2
(FSGS2)

Trpc6/KO
BigDel

CRISPR-Cas9 Kim E. Y. et al.,
2018

Trpc6/KO rats and mice were protected from
FSGS2

RGD #11553908
#11553912
#11553902

(Continued)

Frontiers in Genetics | www.frontiersin.org 22 April 2021 | Volume 12 | Article 615491

https://www.frontiersin.org/journals/genetics
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/genetics#articles


fgene-12-615491 April 19, 2021 Time: 11:29 # 23

Chenouard et al. Advances in Genetically Modified Rats

TABLE 7 | Continued

System/organ
affected

Human genetic
disease

Gene/genetic
modification

Genomic tool
used

References Rats vs. mice Depository or
breeder
company ID

C3 glomerulopathy C3/KO
C3/KO

ZFN
CRISPR-Cas9

Negishi et al., 2018)
Xu et al., 2018

C3/KO rats and mice display a similar phenotype
Most mouse strains have a defective complement
system downstream of C3

/
RGD #19165133

REN-related kidney
disease

Ren/KO ZFN Moreno et al., 2011 Rats like humans have 1 copy of the Ren gene
whereas mice have 2 copies
Rats faithfully recapitulate the disease

RGD #4139880
(PhysGen)

Ophthalmology Autosomal dominant
congenital stationary
night blindness and
retinitis pigmentosa

Rho s334ter/Tg DNA
microinjection

Liu et al., 1999 This is a unique widely used model of this disease

Retinitis pigmentosa
85 (RP85)

Ahr/KO ZFN Harrill et al., 2013 Ahr/KO rats and mice showed distinct phenotypes
in the eye, liver and kidneys during normal
development and toxic responses

Cf Table 6

Autosomal dominant
congenital stationary
night blindness

Pde6b/KO CRISPR-Cpf1 Yeo et al., 2019 Pde6b /KO rats and mice reproduce the disease
Slower progression and larger anatomic
architecture in rats are advantages versus the
mouse model

/

Familial exudative
vitreoretinopathy

Lrp5/KO CRISPR-Cas9 Ubels et al., 2020 Lrp5/KO rats show retinal and bone abnormalities
Similar phenotype inLrp5/KO mice

/

Cancer Li-Fraumeni
syndrome

Tp53 ES ZFN McCoy et al., 2013 Tp53/KO rats developed more diverse tumors and
more frequently than Tp53/KO mice

RGD #12904897
(Horizon
Discovery) RGD
#11553886NBRP
Rat #0726 RRRC
#00485 (ES)

Immune and
hematological
systems

Von Willebrand
disease

Vwf/KO BigDel CRISPR-Cas9 Garcia et al., 2020 Vwf/KO rats and mice display a similar phenotype RGD #18182946
#39128242
#18182944

Hemophilia A F8/KO ZFN Nielsen et al., 2014 F8/KO rats and mice show similar phenotype RGD #11531094
(Novo Nordisk,
Maaloev,
Denmark)

F8/KO (gene
inversion)

CRISPR-Cas9 Shi et al., 2020 RGD #13800746

ALSP Csf1r/KO ES cells Pridans et al., 2018 Csf1r/KO rats showed a more severe phenotype
than patients and Csf1r/KO mice an even stronger
one

/

SCID Rag1/KO Meganucleases
and
CRISPR-Cas9

Tsuchida et al.,
2014; Zschemisch
et al., 2012;
Ménoret et al.,
2013

Rag1/KO rats and mice show similar phenotype Cf Table 6

Rag2/KO CRISPR-Cas9 Liu Q. et al., 2017;
Noto et al., 2018

Rag2/KO rats and mice show similar phenotype Cf Table 6

Prkdc/KO CRISPR-Cas9 Mashimo et al.,
2012; Ma et al.,
2014a

Prkdc/KO rats and mice show similar phenotype Cf Table 6

X-linked SCID Il2Rg/KO ZFN, TALEN
and
CRISPR-Cas9

Mashimo et al.,
2012; Samata
et al., 2015; Kuijk
et al., 2016;
Ménoret et al.,
2018

Il2rg/KO rats and mice show similar phenotype Cf Table 6

APECED Aire/KO TALEN Ossart et al., 2018 Aire/KO rats showed a more pronounced
phenotype than Aire/KO mice

Cf Table 6

Agammaglobulinemia
non-Bruton type

Ighm/KO TALEN
CRISPR-Cas9

Ménoret et al.,
2010; Panzer et al.,
2018

Ighm/KO rats and mice show similar phenotype Cf Table 6
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tools can be used and combined, in particular for genetic lineage
tracing (Liu K. et al., 2020).

Models to Study Genes of the Immune
System
In general terms, rats share more immune characteristics
with humans than mice do (Wildner, 2019). As an example,
complement levels in humans and rats are comparable (Ong
and Mattes, 1989; Ménoret et al., 2020), whereas in most inbred
mouse strains, they are undetectable or very low because of
di�erent genetic mutations (Ong and Mattes, 1989; Wetsel et al.,
1990; Shultz et al., 1995).

The roles of genes identified in di�erent immune
pathophysiological processes, as well as others involved in
normal immune responses, also have been analyzed and are
listed in Table 6. For the sake of space and relevance of the rat
model, only some of these generated genetically modified models
are described in more detail below.

Immunodeficient Rat Strains
KO of genes involved in early rearrangements of
immunoglobulin in B cells and of the T cell receptor genes
in T cells, such as Rag1 (Zschemisch et al., 2012; Ménoret et al.,
2013; Tsuchida et al., 2014), Rag2 (Kuijk et al., 2016; Liu Q.
et al., 2017; Noto et al., 2018), and Prkdc (Mashimo et al., 2012;
Ma et al., 2014a; Beldick et al., 2018) have resulted in defective
development of B and T cells (Tables 6, 7). KO of the gamma
chain receptor of the IL-2 receptor (Il2rg) results in defects of
di�erentiation of T, B, natural killer (NK), and innate lymphoid
cells (Mashimo et al., 2010; Samata et al., 2015; Kuijk et al., 2016).
Additionally, rat lines combining several genetic modifications,
such as with the Rag1, Rag2, Il2rg, Prkdc, and Foxn1 genes, have
been developed (Mashimo et al., 2012; Goto et al., 2016; Ménoret
et al., 2018; He et al., 2019). Transgenic rats for human SIRPa to
inhibit phagocytosis in human cells have been described in recent
years (Goto et al., 2016; Jung et al., 2016; Yang X. et al., 2018;
Ménoret et al., 2020). These rats have been used in humanization
of their immune system and/or other tissues in transplantation
and regenerative medicine settings (for a review, see Adigbli
et al., 2020) and in cancer research (He et al., 2019). In these
models as in others, the larger size of the rat allows to do analysis
of human cells of the blood more frequently than in mice.
Furthermore, the normal complement levels in rats allow to
analyze the e�ector function of di�erent anti-human antibodies,
not possible to do in mice (Ménoret et al., 2020). Other genetic
modifications to improve immune or liver humanization that
have been developed in mice, will probably also be applied to the
present generation of immunodeficient rats (Adigbli et al., 2020).

B cell–deficient rats have been described (Ménoret et al.,
2010; Panzer et al., 2018) and used in organ transplantation
models, and the rat may better recapitulate lesions mediated by
complement activation through antibodies in the transplantation
setting (Platt and Cascalho, 2018). One of these B cell–deficient
strains (Ménoret et al., 2010) was obtained by disrupting the
J sequence of the immunoglobulin heavy chain and further
rendered deficient for both immunoglobulin light chains (Osborn
et al., 2013). With the objective of generating fully human

monoclonal antibodies (mAbs), these immunoglobulin-deficient
rats were humanized for immunoglobulins by transgenesis using
BACs (Osborn et al., 2013). These animals can generate human
mAbs with diversity and a�nity (Osborn et al., 2013) and
di�erent versions of these animals have been generated (Harris
et al., 2018; Clarke et al., 2019).

Inactivation of the C3 complement gene has allowed
confirmation of a new role for complement in a model of
polyneuropathy following chemotherapy. As stated earlier, the
fact that complement levels in humans and rats are comparable
(Ong and Mattes, 1989; Ménoret et al., 2020), makes the rat a
model of choice for exploring the role of complement in di�erent
pathological situations (Xu et al., 2018).

Cluster of Differentiation (CD) or Other Cell
Membrane Molecules
In model of neuromyelitis optica induced by passive
administration of human IgG autoantibodies targeting
aquaporin-4, rats deficient in the cell membrane inhibitor of
complement activation CD59 showed a much more pronounced
neurological pathology than CD59 KO mice (Yao and Verkman,
2017a,b). This model emphasizes the role of complement in this
pathology and the availability of a more relevant model of the
disease than mice.

CLEC-1 is a cell membrane receptor expressed by dendritic
cells (DCs) that reduces immune responses and plays a role in
immune tolerance models (Thebault et al., 2009). CLEC-1 KO
rats show enhanced Il12p40 subunit mRNA expression in DCs
and an exacerbation of downstream in vitro and in vivo CD4+

Th1 and Th17 responses (Lopez Robles et al., 2017).
Human and rat (Maruoka et al., 2004) but not mouse cells

express the Fc receptor for IgA (FcaRI, CD89; mice bear only
a FcarI pseudogene) (Launay et al., 2000). CD89 KO rats have
been generated and have provided interesting new information
on a model of IgA-induced nephropathy a frequent pathology in
humans (submitted).

Similarly, human and rat DCs display quite similar profiles of
Toll-like receptor (TLR) expression in di�erent DC subsets,
allowing to better explore their role in infectious and
inflammatory diseases. DCs from both species express the
TLR10, whereas mouse DC subsets do not show a particular
profile of TLR expression and TLR10 is not expressed (mice bear
only a Tlr10 pseudogene) (Hubert et al., 2006). Rats deficient
for TLR10 have been generated and are being characterized
(in preparation).

A human CD4/CCR5 transgenic rat model (Keppler et al.,
2002) has been extensively used to analyze di�erent aspects
of HIV infection and treatment with more relevant results as
compared to mice with similar transgenes (Go�net et al., 2007).

In humans, HLA-B27 is strongly associated with a series
of inflammatory diseases grouped together under the term
“spondyloarthropathies.” In contrast to the negative results in
transgenic mice, transgenic HLA-B27 rats spontaneously develop
inflammatory disease in the same organs as those involved in
humans (Hammer et al., 1990). This model has been extensively
used and is the model of choice in this pathology (for a review,
see Braem and Lories, 2012).

Frontiers in Genetics | www.frontiersin.org 24 April 2021 | Volume 12 | Article 615491

https://www.frontiersin.org/journals/genetics
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/genetics#articles


fgene-12-615491 April 19, 2021 Time: 11:29 # 25

Chenouard et al. Advances in Genetically Modified Rats

Cytokines and Their Receptors
Il22bp KO rats show that IL22-binding protein is protective in
models of inflammatory colitis (Martin et al., 2016) and psoriasis
(Martin et al., 2017). Il22bp-GFP KI rats have facilitated precise
definition of cell subsets that express IL22bp by di�erent subsets
of DCs in di�erent tissues (submitted).

Viral infections can trigger autoimmune diabetes in rats and
type I IFN a/b receptor (IFNAR1) KO rats have a significantly
delayed onset and frequency of diabetes. These findings support
the idea that innate immunity influences autoimmune diabetes
and encourage the use of targeted strategies to inhibit type I IFN
a/b (Qaisar et al., 2017).

NK cells could play a role in placenta generation, and
IL-15 KO rats showed an absence of NK cells and several
abnormal placental characteristics, supporting a role for NK cells
(Renaud et al., 2017).

A Csf1r reporter gene (Irvine et al., 2020) and Csf1r KO
(Pridans et al., 2018) lines are useful tools for the analysis of
macrophages and of CSF1R biology (Hume et al., 2020). CSF1R
is also the receptor for IL-34, and Il34-mutated rats exhibit
depletion of microglia and Langerhans cells, as well as defects in
tolerogenic immune responses (submitted).

Intracellular Molecules
Certain molecules that regulate metabolic functions in many
cell types, including in immune cells, have been analyzed using
genetically modified rats. Transgenic rats for heme oxygenase-
1 (HO-1) under the control of the ubiquitous H-2Kb promoter
(Braudeau et al., 2003) and HO-1 KO rats (Atsaves et al., 2017)
have facilitated dissection of di�erent aspects of HO-1 e�ects,
particularly in kidney, where the lesions observed in rats di�er
from those in mice.

The hydrocarbon receptor (AHR) is a transcription factor with
an essential role in mediating toxic responses to environmental
pollutants and in regulating many cellular pathways involving
endogenous ligands. In Ahr KO rats, the percentages of T CD3+,
T CD8+, and CD11c+ cells in the spleen and the activation of
T cells are decreased, whereas the percentage of NK T cells and
the activation of B cells is increased compared to wild-type rats
(Phadnis-Moghe et al., 2016).

The lymphopenia observed in diabetic biobreeding rats
results from a spontaneous mutation in the immune-associated
nucleotide gene 5 (Ian5), a protein expressed in the mitochondria
membrane where it regulates apoptosis. Lymphocyte numbers
are normalized when a normal Ian5 gene is transgenically
expressed (Michalkiewicz et al., 2004).

Some of the most commonly used immune system models
developed in rats are based on intrinsic characteristics of the
species. For example, the rat has always been an important model
of autoimmune arthritis (Holmdahl et al., 2001) and HLA-B27
transgenic rats recapitulate spondyloarthropathies much better
than do HLA-B27 transgenic mice.

Certain immune reagents, such as antibodies recognizing
leukocyte di�erentiation antigens, are less abundant in rats than
in mice but more so than in other experimental species. High-
density flow cytometry techniques have not yet been applied
in the analysis of the rat immune system and will clearly

be of great interest when coupled with modification of rat
immune system genes.

Genetic Diseases Models
For 150 years, spontaneous or induced (ENU) genetic mutations
in the rat have been used as models of human genetic diseases.
For a decade, the advent of genetic engineering tools such as
ZFN, TALEN, and CRISPR-Cas have led to a real revolution in
obtaining specific and targeted genetic mutations in rats for the
study of human genetic diseases. These advances, coupled with
historical knowledge and use of the rat in many research fields,
have increased the generation of rat models of human genetic
diseases. More than 6000 genetic diseases have been described,
and several databases have recorded variants that are associated
with or responsible for genetic diseases. Several important genetic
diseases have been modeled in rats. A complete list is presented
in Table 7, and a brief description of the most useful models
is provided below.

Cardiovascular Diseases (CVD)
Because of its larger size allowing catheterization, lower cardiac
frequency versus mice, and historical use in CVD, the rat has
been an important model for a series of genetically modified
rat models of CVD.

Pulmonary arterial hypertension (PAH) results from a
reshaping and thickening of the walls of medium and small
caliber pulmonary vessels. By their frequencies and e�ects, the
mutations in the BMPR2 gene are the main variants responsible
for inheritable forms of isolated PAH. Bmpr2 KO rats show
some of the critical clinical, cellular, and molecular dysfunctions
described in human PAH both in the heart and vessels (Ranchoux
et al., 2015; Hautefort et al., 2019; Manaud et al., 2020).
Although rarer, mutations in the KCNK3 gene encoding a
potassium channel have also been described as causative in
PAH. Kcnk3 KO rats develop age-dependent PAH associated
with characteristic electrophysiological and molecular alterations
in the myocardium and vessels (Lambert et al., 2019). Because
the Kcnk3 gene is not functional in mice, this rat model o�ers
new insights into the mechanisms of PAH and in the testing
of therapeutics.

To investigate the role of the MYL4 gene in atrial
cardiomyopathy, Myl4-KO or mutated rats have been generated.
Both show a phenotype similar to a�ected patients and are new
models for further mechanistic analysis (Peng et al., 2017).

Danon disease (DD) is a metabolic disease caused by
mutations in the LAMP2 gene, and the most common symptom
is cardiomyopathy. Recently generated Lamp2 KO rats show
similarities to DD patients at the heart tissue level and with
multisystem lesions, constituting an important new animal
model of DD (Ma S. et al., 2018).

Neurological Diseases
In neurobiology and cognitive studies, the rat, because of its
larger size and more complex and richer behavior, is preferred
as a rodent model. Genetically modified rats have provided
several important models for neurological disorders with a
genetic component.
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Mutations in complexin-1 (CPLX1) gene lead to epileptic
encephalopathy with onset on infancy. Cplx1 KO rats have
di�erent phenotypes from mice. Both show profound ataxia, but
in rats, behavior is more a�ected, and they have more abnormal
histomorphology of the stomach and intestine, resulting in early
death (Xu et al., 2020).

A nonsense mutation in the Cockayne syndrome B gene,
Ercc6, more profoundly a�ects the rat brain than the mouse KO
for the same gene (Xu et al., 2019). In these rats, RNA-seq analysis
has revealed transcription dysregulation that contributes to the
neurologic disease.

Neonatal hydrocephalus has been analyzed using two di�erent
models of mutated rats, one with an invalidation of the
L1cam gene (Emmert et al., 2019b) and the other with a KI
of a specific mutation in the Ccdc39 gene (Emmert et al.,
2019a). These models allow for neurosurgery procedures that
are di�cult to perform in mice, with resulting characterization
of the lymphatic-mediated cerebrospinal fluid circulation and
inflammation in this disease.

As a model for familial amyotrophic lateral sclerosis, rats
with a FUS point mutation KI via CRISPR-Cas9 express
a physiological level of this mutant, along with cognitive
impairment and neuromuscular signs. In this rat model, FUS KI
highlighted sleep–wake and circadian disturbances as early alarm
signals (Zhang T. et al., 2018).

Neurofibromatosis type 1 is an autosomal dominant disease
arising from mutations in the NF1 gene that results in the
development of tumors in the nervous system, neurological
disorders and chronic idiopathic pain (Dischinger et al.,
2018). Nf1 KO rats show increased nociceptor excitability and
hyperalgesia. These models are important in the search for
a potential key target (CRMP2) for therapeutic intervention
(Moutal et al., 2017).

RNASET2 deficiency in humans is associated with cystic
leukoencephalopathy. RnaseT2 KO rats are the only rodent
model of this disease. Despite a less severe neurodegeneration
phenotype than in patients, this model is useful for
studying RNASET2 function, especially for hippocampal
neuroinflammation (Sinkevicius et al., 2018).

A group of neurodevelopmental diseases, gathered under the
name of autism spectrum disorders (ASDs), are characterized
by heterogeneous capabilities in social interactions and by
stereotyped behaviors. One subtype of ASD is associated
with mutations in the MECP2 gene, causing an X-linked
neurodevelopmental disorder named Rett syndrome. Mecp2 KO
rats clearly show both motor and behavioral deficits early in
development, more pronounced than in mice (Patterson et al.,
2016). Another subtype of ASD is ASD/Fragile X syndrome.
Two KO rat models have been generated for this condition, one
syndromic (Fmr1) and one non-syndromic (Ngln3) (Hamilton
et al., 2014). These KO rats show some ASD-relevant phenotypes
for investigations at the genetic level. Phelan–McDermid
syndrome is another ASD-associated condition, caused by
mutations in the SHANK3 gene. In contrast to Shank3 KO mice,
Shank3 KO rats showed normal social interaction but impaired
social memory (Harony-Nicolas et al., 2017; Song et al., 2019).
Similarly, Shank2 KO rats better recapitulate the condition than
the KO mice (Modi et al., 2018). Angelman syndrome results

from mutations in the UBE3A gene, which in most cases is a
large gene deletion, and in a small fraction with mutations in
exon 2. The Ube3A mouse model bears a null mutation of exon
2, whereas the rat model is closer to the human condition with a
large deletion of the Ube3a gene. The rat model mimics human
Angelman syndrome with abnormalities in motor coordination
and cognitive function (Dodge et al., 2020).

Muscular Diseases
Myopathies are a set of neuromuscular diseases, the most
common of which is Duchenne’s muscular dystrophy (1
in 3300 newborn babies) resulting from mutations in the
dystrophin gene (DMD). As in humans, Dmd KO rats show
decreased muscle strength as well as a degradation/regeneration
phenotype in skeletal muscles, heart, and diaphragm (Larcher
et al., 2014; Nakamura et al., 2014). Of note, Dmd KO
rats but not mice present cardiovascular alterations close to
those observed in humans, which are the main cause of
death in patients. All of these clinical signs and pathological
features are much more pronounced than in Dmd KO
mice. Rats are becoming an increasingly used model for
the study of di�erent aspects of Duchenne’s and Becker’s
myopathies, including biomarkers, neurological abnormalities,
and immune/inflammatory responses (Robertson et al., 2017;
Ouisse et al., 2019; Caudal et al., 2020; Szabó et al., 2021).

Pulmonary Diseases
Cystic fibrosis is one of the most common genetic diseases in
western populations (approximately 1 in 4000 newborns) and
is caused by mutations in the CFTR gene. The most common
mutation in humans is themissensemutationDF508, which leads
to abnormal CFTR function and mucus accumulation. Cystic
fibrosis is characterized by airway and digestive pathology with
a reduced life expectancy. Mice do not have submucosal glands,
in contrast to humans and rats. Rats with the DF508 mutation
(Dreano et al., 2019), as well as with a complete KO for Cftr,
have been generated (Tuggle et al., 2014; Dreano et al., 2019).
Cftr KO rats showed a very severe digestive phenotype and
lung lesions in surviving older animals, and reduced weight and
life expectancy, although milder in DF508 rats. Very recently,
a humanized model of cystic fibrosis was created by inserting
the human CFTR cDNA sequence harboring a G551D mutation
by KI into the rat genome, downstream of the endogenous Cftr
promoter (Birket et al., 2020).

Metabolic Diseases
To study disorders of metabolism, leptin, a cytokine-like
hormone principally produced by white adipose tissues, was
deleted in rats. Microarray analysis has been performed in Lep
KO rats to evaluate alterations in white adipose gene expression
and to explore pathways involved in metabolic diseases with
leptin deficiency (Guan et al., 2017). The leptin receptor (Lepr)
has also been deleted in rats, and these animals show hyperphagia,
obesity, hyperglycemia, and dyslipidemia. This model could
complement the existing models (db/db mice and Zucker rats)
and be useful for research in obesity and diabetes (Bao et al., 2015;
Chen Y. et al., 2017).

Hereditary aceruloplasminemia is a genetic disease
characterized by progressive iron overload (liver and brain)
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and is related to mutations in the ceruloplasmin (CP) gene. In
contrast to CpKOmice, CpKO rats mimic the human phenotype
with hepatosplenic iron load and could be more appropriate
for providing information to understand and treat the disease
(Kenawi et al., 2019).

Abnormal calcification and phosphate deposition are the
basis of generalized arterial calcification of infancy and
pseudoxanthoma elasticum, both caused by mutations in the
ABCC6 gene. These mutations lead to generalized arterial
calcification through the body in infancy. Because ABCC6 is
expressed in liver and kidney, an important question is the
respective role of these organs in the generalized disease. Given
their small size, mice KO for Abcc6 are not suitable for ex vivo
perfusion experiments. Ex vivo perfusion of liver and kidneys
from Abcc6 KO rats has revealed that the liver is the primary
site of molecular pathology in these process and points to a
preferential target of the liver to treat them (Li et al., 2017).

The low-density lipoprotein receptor (LDLR) and
apolipoprotein E (APOE) genes control normal levels of
cholesterol and other forms of fat in the blood. A deficiency
in LDLR is the cause of familial hypercholesterolemia and a
deficiency in APOE is involved in several age-related fatty acid
diseases. Recently, two reports (Zhao et al., 2018; Lee J. G. et al.,
2019) described double-KO for Ldlr and Apoe genes in rats.
These rats mimic more closely than KO mice the pathological
changes observed in hyperlipidemia and atherosclerosis in
humans with genetic deficiencies and in normal individuals.

Melanocortin-3 and -4 receptors (MC3R and MC4R) regulate
energy and body weight. Mc3R-Mc4R double-KO rats exhibit
worse phenotypic features than single-KO rats and Mc3R-Mc4R
double-KO mice (You et al., 2016).

Fabry disease is an X-linked lysosomal storage disease
caused by a-galactosidase A (a-Gal A) deficiency resulting from
mutations in the GLA gene. a-Gal A KO mouse models do not
recapitulate the cardiorenal findings observed in humans andGla
KO rats more closely mimic the disease phenotypes observed in
patients (Miller et al., 2018).

Wolfram syndrome (WS) is a genetic disorder caused by
mutations in the WFS1 gene. Previous mouse models of WS
involved only partial diabetes and other symptoms of the disease,
whereas Wfs1 KO rats developed diabetes as well as neuronal
degeneration, as do patients (Plaas et al., 2017).

Kidney Diseases
Renin (REN) mutations are involved in REN-related kidney
disease and tubular dysgenesis. The role of RAS in the
regulation of blood pressure and kidney function has
been extensively analyzed in rats (Jacob, 2010), including
the generation of one of the first transgenic rat models
(Mullins et al., 1990). Although humans and rats have
only one copy of the renin gene, mice have two genes
and thus increased renin expression levels (10-fold higher
than their one-copy counterparts) (Hansen et al., 2004).
Ren KO rats have lower blood pressure and severe kidney
underdevelopment, reproducing the kidney lesions observed
in REN-related kidney disease and tubular dysgenesis
(Moreno et al., 2011).

Ophthalmology Diseases
Retinitis pigmentosa (RP) is a group of inherited mutations
causing photoreceptor degeneration, loss of night vision, and
blindness. Rhodopsin mutations comprise an important fraction
of autosomal dominant RP. Transgenic rats harboring the Rho
s334ter mutation are a widely used model for this pathology
(Liu et al., 1999).

As noted, AHR is a ligand-activated transcription factor
involved in the development of multiple tissues and activated by
a large number of exogenous toxic compounds and endogenous
ligands, such as kynurenines. Ahr KO rats and mice show
ophthalmologic lesions as well as di�erent renal and hepatic
developmental and homeostatic lesions (Harrill et al., 2013).

Cancer
The tumor suppressor TP53 is a central player in cancer biology,
and mutations in the TP53 gene are the most frequent mutations
observed in human cancers. Tp53 KO rats develop a wide variety
of tumors, most frequently sarcomas, which are rarely observed
in mice. These rats have been used in carcinogenicity assays for
drug development (McCoy et al., 2013).

Immune and Hematological Systems
For hemophilia A, FvIII KO rats have no detectable FVIII activity,
and their activated thromboplastin time and clotting time
are significantly prolonged. Episodes of spontaneous bleeding
requiring treatments were observed in 70% of the FvIII KO rats
(Nielsen et al., 2014; Shi et al., 2020). In the rat genome, it is
interesting to note that the F8 gene is situated on chromosome
18, rather than the X chromosome as in humans, mice, dogs, and
sheep (Lozier and Nichols, 2013).

Monocyte colony-stimulating factor (CSF-1) is, along with IL-
34, a regulator of macrophages and myeloid DC development,
acting through the CSF-1R (Ma et al., 2012). Humans with point
mutations or less frequently deficiency for CSF-1R develop adult-
onset leukoencephalopathy with axonal spheroids and pigmented
glia, likely because of a decrease in the number of microglia
(Hume et al., 2020). Csf1r KO rats (Pridans et al., 2018) develop
some or all of the symptoms and lesions of the disease, but with
greater severity and more bone lesions than in humans, whereas
Csf1r KO mouse models show an even more severe phenotype
(Hume et al., 2020).

AIRE plays a key role in central tolerance by regulating the
expression of peripheral tissue antigens in epithelial cells of the
thymus and by eliminating autoreactive T cells. Patients with
the autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal-
dystrophy syndrome have genetic defects in AIRE. Aire KO rats
show signs of generalized autoimmunity and clinical signs of
disease that are much more pronounced than in Aire KO mice
and closer to manifestations in humans (Ossart et al., 2018).

CONCLUSION AND PERSPECTIVES

CRISPR-Cas system is now the tool of choice for genome editing,
particularly for the rat for which ES cells are limited compared to
the mouse. In the last decade, e�orts have been made to improve

Frontiers in Genetics | www.frontiersin.org 27 April 2021 | Volume 12 | Article 615491

https://www.frontiersin.org/journals/genetics
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/genetics#articles


fgene-12-615491 April 19, 2021 Time: 11:29 # 28

Chenouard et al. Advances in Genetically Modified Rats

this tool and its delivery but two main hurdles persist. Some loci
are still di�cult or impossible to edit, and the e�ciency of large
or complex KI is still too low. Althoughmany advances have been
developed in the application of the CRISPR-Cas system to human
cells and sometimes in mice, many remain to be applied in rat
model generation.

Rats often proved to be better mimics of human situation
than mice. It is particularly evident in CVD, neurobiology,
ophthalmology, muscular diseases, and immunology, but few of
the large number of genetic diseases in these or other organ
systems have been modeled in rats. It is di�cult to predict
when the rat will be better than the mouse, nevertheless, it
seems reasonable to try to generate new genetically modified
rats in these areas. Moreover, to the best of our knowledge
and among the models that can be compared, there are no
mouse genetic or immune models that better reproduce human
disease than rat. Future work using the CRISPR-Cas system will
likely generate new rat models of genetic diseases and to study
genes functions. Extensive work in QTLs associated with major
polygenic diseases has been performed in rats (Gauguier, 2016;
Shimoyama et al., 2017). Within these QTLs, the genes that could
be responsible for a given disease will likely be targets of choice in
future studies.

Other genes that would be logical to target in rats are
those that are absent in mice and present in humans, given
that 78 out of the 2544 Mb of the rat genome is common
between humans and rats but not humans and mice (Gibbs
et al., 2004). Examples within the immune system include Tlr10
and Cd89.

A limitation of rats versus mice that cannot be resolved
is also one of its advantages: its bigger size, which brings
higher breeding costs.

The rat will continue to be a critical experimental model based
on its bigger size and its inherent physiological characteristics,
as well as a large and growing body of physiology and genomic
data. Tools for modifying the rat genome as well as analyzing
the genome are key to the development of new models for
understanding biology and diseases.
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Figure S1: Observation of hiPS cells culture and formation of colonies with Zeiss Axio vert.A1 microscope (5X) 2 
days after electroporation of Cas9 protein with ratio Cas9/dgRNA/ssODN. A. Cells edited with 0.2µM of Cas9 
protein ratio Cas9/dgRNA/ssODN 1/1/1 formed nice colonies indicating that they have well recovered from 
electroporation 2 days later (35% of confluency). In comparison, cells electroporated with 0.5µM ratio 1/5/5 and 1µM 
of Cas9 with 1/1/1 display much more toxicity (about 5 and 15% of confluency, respectively) and form less and smaller 
colonies. B. Cells electroporated with ratio 1/4/4 and 0.4 and 0.5µM of Cas9 showed 5 times more toxicity (5% and 3% 
confluency, respectively) than the same concentration of Cas9 with ratio 1/1/1 (25% of confluency for both conditions). 
Ratio 1/1/1 allow formation of numerous colonies compared to higher ratios. dgRNA, dual guide RNA; ssODN, single-
stranded oligonucleotide. 
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Figure S2: Microscopic observation with Zeiss Axio vert.A1 microscope (5X) of hiPS cells 2 days post-
electroporation with Cas9 0.4µM, RNP ratio Cas9/dgRNA 1/1 and 2, 3 or 4µM of ssODN. Electroporation of 
3µM and 4µM of ssODN with Cas9 0.4µM and RNP ratio 1/1 shows low confluences (10% and 5% respectively 
compared to their 2µM control (25% and 20%, respectively). Moreover, with 2µM of ssODN, hiPS cells form 
numerous colonies compared to higher concentrations. dgRNA, dual guide RNA; ssODN, single-stranded 
oligonucleotide. 
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Figure S3: Cell sorting strategies to discriminate subpopulations obtained by CRISPR/Cas9 edition with 0.4µM 
of Cas9 RNP ratio (Cas9/dgRNA) 1/1 and 2µM of ssODN BFP. Phenotyping of hiPS cells GFP expressing cells 
edited with 0.4µM of Cas9 RNP ratio (Cas9/dgRNA) 1/1 and 2µM of ssODN before A. and after B. cell sorting of GFP- 
BFP-, GFP+ BFP+, GFP- BFP low and GFP- BFP high subpopulations. hiPS, human induced pluripotent stem cells; 
GFP, Green Fluorescent Protein; BFP, Blue Fluorescent Protein; ssODN, single-stranded oligonucleotide. 
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Cas9 
(µM) 

Ratio RNP 
(Cas9/dgRNA) 

ssODN 
(µM) 

No. of days of 

electroporation 

No. of foster 

females used 

No. of analyzed /No. of 

transferred embryos (%) 

No. edited embryos, 

include KI (%) 

No. KI 

embryos (%) 

0.1 1/1 2 4 4 26 / 104 (25.0%) 19 (73.1%) 8 (30.8%) 

0.2 1/1 2 3 4 30 / 108 (27.8%) 29 (96.8%) 16 (51.6%) 

0.4 1/1 2 3 4 39 / 115 (33.9%) 37 (94.9%) 13 (34.2%) 

0.2 1/2 2 3 3 24 / 88 (27.3%) 24 (100%) 9 (37.5%) 

 

 

 

Reactifs Name Sequence (5’-3’) Ref. 

gRNA rEphx2 2.3 GTGGCCGCGTTCGACCTTGA (Remy et al., 2017) 

EGFP 2 CTCGTGACCACCCTGACCTA (Glaser et al., 2016) 

ssODN 
 

rEphx2 KI XbaI *G*C*T*GCAGCCCGGGCCATCATGGCGCTGCGTGTGGCCGCGTTCGctCTa
GACGGAGTGCTGGCCCTCCCCTCTATAGCCGGGGTTCTGCGCCACACC*G
*A*G*G 

(Remy et al., 2017) 

ssODN BFP2 
antisense 

*G*G*C*ATGGCGGACTTGAAGAAGTCGTGCTGCTTCATGTGGTCGGGGTA
GCGGCTGAAGCACTGCACCCCGTGGCTCAGGGTGGTCACGAGGGTGGGC
CAGGGCACGGGCAGCTTGCCGGTGGTGCAGATGAACTTC*A*G*G*GT 

(Glaser et al., 2016) 

HMA-CE 
primers 
 

rEphx2 Up GGCAGGGTTTCTAGTTCTTGG (Remy et al., 2017) 

rEphx2 Lo TCTTGTAAACTGAGGCGGGTA (Remy et al., 2017) 

rEphx2-LongUp ACCTCATCATTCCTTCCTCAGTT  

rEphx2-Lo2 GTGACTGGAGGCGATGTTGT  

rEphx2-Lo4 CACGGCAACACCAGAGCTTA  

GFP-Up1 CGTAAACGGCCACAAGTTCA  

GFP-Lo4 CTTGTAGTTGCCGTCGTCCT  

qPCR 
primers 

rEphx2-188For GGCGCTGCTCTAGTCTTAGGTTT  

rEphx2-WT16Rev AGCACTCCGTCAAGGT  

rEphx2-KI16Rev AGCACTCCGTCTAGAG  

rAnks3-205For CCCCAGCCTCCCACTTGTC  

rAnks3-205Rev AGGATGACTGAAATTGGTGGAGTTGC  

 

 

 

  

Table S1. CRISPR/Cas9 mediated edition and KI generation on rat embryos with dgRNA rEphx2 and ssODN 
XbaI.  

ssODN, single-stranded oligonucleotide; KI, knockin. 

Table S2. dgRNA, ssODN and genotyping primers sequences. 

*indicates bases with phosphorothioate modification. ssODN, single-stranded oligonucleotide; KI, knockin, qPCR, 
HMA-CE, heteroduplex mobility assay by capillary electrophoresis; quantitative polymerase chain reaction; GFP, 
Green Fluorescent Protein; BFP, Blue Fluorescent Protein; hiPS, human induced pluripotent stem cells. 
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ANNEXE 3 : Génotypes des embryons de rats édités sur le locus rEphx2 

   GENOTYPE qPCR analysis HMA-CE analysis Sequencing analysis 
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#18 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E153 - + + + 0,0 0,0 100,0   - Del 474 Del 1044 Del 56 bp/ins 23 bp +12_15% / -18_4% / -8_4% / -
12_1% /-13_1% / -9_1% 

#18 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E154 - + + + 0,1 0,2 99,7   + 
Del 367 / 
Del 1135 

Del 389 / Del 
1288 

XbaI site with ins 2 bp 
(GT)tctaga "Ho" +2_90% / -25_1% 

#18 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E155 - + - + 16,3 0,0 83,7   - - - WT/del 16 bp/? -16_30% / -23_24% / +3_14% 
/ WT_14% / -16_12% 

#18 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E156 + + + + 0,0 12,1 87,9   + Del 441 Del 748 KI /Del 8 bp? -8_61% / KI_28% / -8_5% 

#18 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E157 + + - + 0,1 22,2 77,8   + - - KI/Del 6bp 
(Del11bp+ins5bp) 

KI_41% / -6_36% / -6_13% / 
WT_5% / +7_1% 

#18 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E158 + + - + 11,5 12,4 76,1   + - - mosaic WT/KI/Del 6bp/? -6_28% / -1_27% / WT_19% / 
KI_8% / -6_6% / +4_5% 

#18 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E159 + + + + 0,6 10,0 89,3   + Del 441 Del 699 KI/Del 48 bp/Del 6bp 
KI_30% / -6_25% / WT_25% 
/ -6_3% / -10_2% / +14_1% / 

+8_1% / -5_1% 
#22 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E177 - + - + 60,5 0,0 39,4   - - - WT/Del 6 bp WT_48% / -6_35% / -6_12% 

#22 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E178 + - + + 0,5 70,7 28,8 75,7 92,0 + - - KI KI_100% 

#22 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E179 + + - + 36,0 4,0 60,0   + 
(weak) 

- - WT/Del 6bp WT_57% / -6_28% / -6_9% 

#22 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E180 - + - + 55,7 0,5 43,8   - - - WT/Del 5 bp 
(Del6bp+ins1bp) WT_55% / -5_41% 

#22 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E181 + + + + 3,9 2,1 94,0   + 
(weak) 

Del 285 Del 366 Del 290 bp/Del 23 
bp(del32+ins9bp) 

-30_6% / -28_4% / -3_3% / 
+6_2% / -20_2% / -16_2% / -

14_1% / -11_1% 

#23 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E182 - + + + 1,0 0,0 99,0   - Del 878 Del 1145 WT/Del 34 bp 
WT _41% / +1_8% / -27_4% / 
-9_4% / -16_2% / -22_2% / -

29_1% 
#23 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E183 - + + + 0,3 0,0 99,7   - Del 475 Del 675 Del 6 bp -6_95% / -6_4% 
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#23 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E184 + + + + 0,2 16,1 83,6   + 
Del 963 / 
Del 839 Del 1064 KI/Del 6 bp -6_38% / KI_35% / -6_17% / 

WT_4% / -6_3% 

#23 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E185 - + + + 1,4 0,0 98,5   - Del 967 / 
Del 470 

Del 1055 / 
Del 668 Del 6 bp -6_100% 

#23 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E186 - + + + 0,1 0,0 99,9   - Del 540 Del 668 Del 6 bp/Del 516 bp -6_100% 

#23 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E187 - + + + 0,3 12,4 87,3 89,3 82,6 + 

del <100 
(18/08/21) 

et XbaI 
neg(19/08) 

Del 2269 Del 16 bp/ins 1 bp/ 
potential XbaI site ? 

-16_70% / +1_23% / -16_4%  
no KI on ICE or TIDER 

#23 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E188 - + + + 0,1 0,0 99,9   - Del 520 / 
Del 307 Del 660 Del 1 bp/Del 6 bp -1_47% / -6_38% / -6_11% 

#23 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E189 - + + + 0,4 0,0 99,6   - - Del 243 Del 144 bp/Del 61 bp 
-24_3% / -23_3% / +14_2% / 
+2_2% / -17_2% / -13_2% / -

29_1% / -5_1% / KI_1% 
#23 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E190 - - - - 105,9 0,0 -5,9   - - - WT WT_97% 

#23 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E191 + + - + 0,0 42,8 57,1   + - - Mosaic KI/WT/Del 22 
bp/Del 1 bp? 

KI_34% / -22_22% / -1_21% / 
WT_13% / -22_6% 

#23 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E192 - + + + 0,0 0,0 100,0   - Del 436 Del 1401 / 
Del 724 Del 6 bp -6_89% / -6_9% 

#23 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E193 - + - + 64,5 0,0 35,5   - - - WT/Del 20 bp WT_62% / -20_31% / KI_3% 

#23 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E194 - + - + 74,1 0,0 25,9   - - - WT/Del 34 bp WT_83% / +14_2% / -29_1% 

#23 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E195 - - - - 115,9 0,0 -15,9   - - - WT WT_99% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E196 - + - + 0,1 0,0 99,9   - - - Del 6 bp/Del 9 bp -6_49% / -9_39% / -9_9% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E197 + + - + 12,8 9,0 78,2   + - - Mosaic Del 185 bp/Del 5 
bp/ins 1bp/WT/KI 

-6_67% / KI_14% / WT_4% / 
-1_2% / +4_1% / -23_1% / -

3_1% / -6_1% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E198 - + - + 22,0 0,0 78,0   - - - Mosaic Del 143 
bp/WT/Del 9bp? 

WT_19% / -9_14% / -1_13% / 
KI_10% / -10_3% / -15_2% / -
14_2% / -24_1% / -23_1% / -

22_1% / -20_1% / -19_1% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E199 + + - + 0,1 3,3 96,7   + 
(weak) 

- - Del 14 bp -14_99% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E200 - + - + 60,9 0,0 39,1   - - - WT/Del 6 bp WT_49% / -6_36% / -6_9% / -
6_2% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E201 - - - - 109,0 0,0 -9,0   - - - WT WT_99% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E202 - + + + 0,1 0,0 99,9   - Del 563 Del 778 Del 6 bp -6_100% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E203 - + + + 0,0 0,0 100,0   - Del 212 - Del 6 bp/ins 2 bp -6_41% / +2_37% / -6_9% / -
6_7% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E204 - + + + 36,3 0,0 63,7   - - Del 1456 / 
Del 2761 

WT/ins 2 bp(del1bp+ins 
3bp) +2_58% / WT_37% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E205 + + - + 21,6 21,2 57,2   + - - WT/KI/Del 6 bp -6_32% / WT_25% / KI_25% 
/ -6_11% / -6_3% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E206 + + + + 0,1 36,2 63,7   + Del 284 Del 416 Del 288 bp + weak KI -4_3% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E207 - + + + 0,1 0,0 99,9   - Del 1469 Del 1504 Del 6 bp -6_99% 
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#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E208 - + - + 24,1 0,0 75,9   - - - Mosaic : Del 37 bp/ WT/ ? +2_28% / WT_23% / -3_15% 
/ -3_9% / +11_4%  / -20_1% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E209 - + + + 0,1 22,8 77,1 97,0 98,2 - 
Del 1029 

and XbaI+ 
/ Del 445 

Del 1081 / 
Del 677 Del 6 bp -6_98% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E210 - + + + 25,8 0,0 74,2   - - Del 1611 / 
Del 859 Del 6 bp/WT -6_62% / WT_25% / -6_6% / -

6_5% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E211 + + + + 14,7 29,1 56,2   + - Del 893 WT/KI/Del 15 
bp(del17+ins2bp) 

KI_42% / -15_23% / 
WT_16% / -15_9% / -15_4% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E212 - + - + 76,4 0,0 23,6   - - - WT/ins 1 bp WT_68% / +1_29% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E213 - + - + 0,1 0,0 99,9   - - - Del 19 bp/Del 1 bp -19_47% / -1_40% / -19_2% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E214 - + - + 53,3 0,0 46,7   - - - WT/Del 2 bp WT_49% / -2_43% / -2_5% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E215 - + - + 0,0 0,0 99,9   - - - Del 1 bp/Del 5 bp -1_49% / -5_47% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E216 + + - + 0,1 37,6 62,4   + - - KI/Del 6bp KI_49% / -6_33% / -6_15% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E217 - + + + 31,1 0,0 68,9   - - Del 960 WT/Del 9 bp -9_42% / WT_32% / -9_18% / 
-9_2% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E218 + + + + 0,0 31,8 68,2   + - Del 935 
(weak) KI/Del 1 bp -1_52% / KI_46% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E219 - - 
missed 
large 

Del 3'? 
+ 82,4 0,0 17,6 100,1 105,0 - - - WT (+ noise) WT_94% / -1_4% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E220 + + - + 21,2 27,5 51,4   + - - Ins 5 bp/WT/Del 4 bp/ KI ins 5 bp_30%/del 4 
bp_28%/KI_12%/WT_4% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E221 + - 
missed 
large 

Del 3'? 
+ 0,1 83,0 16,9 98,0 99,6 + 

-  
(50% dig 

XbaI) 

- 
 (50% dig 

XbaI) 
KI KI_99% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E222 - - 
missed 
large 

Del 3'? 
+ 74,3 0,0 25,7 93,3 91,7 - 

-  
(50% dig 

XbaI) 

-  
(50% dig 

XbaI) 
WT WT_99% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E229 + + - + 24,2 32,2 43,6   + - - WT/KI/ins 1 bp Ki 44%/WT 38%/+1 16% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E230 + + - + 0,1 37,4 62,5   + - - KI/Del 31 bp 

KI_22% / -26_4% / +7_3% / -
6_3% / -4_3% / -29_2% / -

25_2% / -19_2% / +12_1% / -
30_1% / -14_1% / -7_1% / -

5_1% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E231 - + - + 54,2 0,0 45,7   - - - WT/Del 10 bp/Del 6 bp WT_52% / -10_22% / -6_10% 
/ -10_7% / -10_3% / -6_2% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E232 - - - - 106,3 0,0 -6,3   - - - WT WT_99% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E233 - + + + 0,1 0,0 99,9   - Del 667 Del 1004 Del 6 bp -6_99% 

#24 0,4µM Cas9 (1/1) + 2µM E234 + + + + 0,2 40,5 59,3   + - Del 1082 WT/KI/ins 1 bp KI_16%/WT_10%/ins 1 
bp_36%/ins 3 bp_31% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E235 - + + + 41,2 0,0 58,8   - - Del 884 
(weak) WT/Del 6 bp WT_44% / -6_43% / -6_9% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E236 - - - - 93,5 0,0 6,5   - - - WT WT_99% 
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#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E237 + + - + 27,7 33,1 39,2   + - - WT/KI + indels/ ? 

WT_38% / KI_17% / -8_7% / 
-5_3% / -29_2% / -24_2% / -

19_2% / -7_2% / -4_2% / 
+1_1% / -11_1% / -3_1% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E238 + - 
missed 
large 

Del 3'? 
+ 4,5 64,3 31,2 95,8 103,3 + 

-  
(50% dig 

XbaI) 

-  
(50% dig 

XbaI) 
KI KI_97% / WT_2% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E239 + - - + 57,6 25,0 17,4   + - - WT/KI WT_67% / KI_32% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E240 - + - + 30,7 0,0 69,3   - - - WT/ins 1 bp +1_70% / WT_27% 

#24 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E241 - + - + 2,6 0,0 97,4   - - - Del 1 bp/Del 26 bp/Del 16 
bp (+ins3bp ?) 

-1_27% / -22_19% / -26_11% / 
-16_10% / -16_9% / -22_7% / -

26_6% / -26_2% / WT_2% 
#24 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E242 - - - - 92,1 0,1 7,8   - - - WT WT_99% 

#24 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E243 + - - + 50,8 34,7 14,6   + - - WT/KI WT_54% / KI_45% 

#24 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E244 - - - - 100,1 0,0 -0,1   - - - WT WT_99% 

#24 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E245 - + - + 78,3 0,0 21,7   - - - WT/Del 6 bp WT_77% / -6_17% / -6_2% / -
6_2% 

#25 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E246 + + + + 0,0 9,0 91,0   + - Del 2896 Del 6 bp / KI -6_53% / -6_12% / WT_10% / 
KI_10% / -6_6% / -19_5% 

#25 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E247 - + + + 0,0 50,3 49,7 114,6 111,9 + - Del 938 ins 2 bp (del1bp+ins3bp 
XbaI site) fake KI +2_95% 

#25 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E248 + - - + 0,0 100,0 0,0   + - - KI KI_99% 

#25 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E249 - + + + 0,0 0,1 99,9   - Del 361 Del 580 Del 284 bp/Del 3 bp? 

+11_3% / +14_2% / +2_2% / -
17_2% / -11_2% / -5_2% / -
6_2% / +1_1% / -30_1% / -

29_1% / -24_1% / -15_1% / -
12_1% / -9_1% 

#25 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E250 + - - + 55,9 40,8 3,4   + - - WT/KI WT_55% / KI_44% 

#25 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E251 + + - + 0,2 16,8 83,0   + 
(weak) 

- - KI/Del 1 bp/Del 15 bp/del 
4 bp 

-1_53% / -4_20% / -15_14% / -
4_7% 

#25 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E252 - + - + 0,0 0,1 99,8   - - - Del 5 bp/Del 2 bp 
(del3+ins1bp) 

-2_45% / -5_42% / -5_7% / -
2_2% 

#25 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E253 + + - + 0,0 39,3 60,7   + - - KI/Del 6 bp/? 
(del1bp+ins1bp) KI_46% / -6_33% / -6_17% 

#25 0,2µM Cas9 (1/1) + 2µM E254 + + - + 0,0 39,8 60,2   + - - KI/Del 6 bp KI_48% / -6_33% / -6_15% 

#25 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E255 - - - - 110,2 0,0 -10,2   - - - WT WT_99% 

#25 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E256 - + + + 0,3 0,0 99,7   - Del 1777 / 
Del 76 

Del 1877 / 
Del 1406 / 

Del 860 /Del 
323 

Del 100 bp +9_1% / -21_1% / -10_1% 

#25 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E257 + + + + 0,1 13,1 86,8   
+ 

(include 
indels) 

Del 1071 Del 1168 KI + noise or big del -24_1% / -14_1% / -14_1% 

#25 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E258 - - - - 113,0 0,0 -13,0   - - - WT WT_99% 
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#25 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E259 - - - - 105,1 0,0 -5,1   - - - WT WT_99% 

#25 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E260 + + - + 0,5 32,5 67,0 99,2 99,7 + 
-  

(dig XbaI) 
-  

(dig XbaI) KI/Del 6 bp KI_46% / -6_30% / -6_18% / 
WT_3% 

#25 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E261 + + + + 0,8 15,6 83,6   + Del 409 Del 669 KI/Del 1 bp -1_56% / KI_35% / WT_6% 

#25 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E262 - + + + 0,4 0,0 99,5   - Del 381 
(weak) Del 148 Del 119 bp + Del 6 bp? +3_7% / -16_1% / -15_1% 

#25 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E263 - - + + 10,3 0,1 89,6   - 
Del 1750 
/Del 1344 
/ Del 539 

Del 1804 / 
Del 1416 / 

Del 516 
WT + noise WT_96% 

#25 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E264 + + + + 31,1 8,3 60,7   + Del 293 Del 331 WT/KI/Del 5 bp WT_68% / KI_15% / -5_11% 
/ -6_2% / -5_2% 

#26 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E275 - + + + 0,1 0,0 99,9   - Del 626 / 
Del 400 Del 117 Del 6 bp -6_100% 

#26 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E276 + + + + 10,7 27,0 62,3   + - Del 2185 / 
Del 1129 WT/KI/Del 6 bp KI_39% / -6_32% / WT_18% 

/ -6_9% 

#26 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E277 + - 
missed 

largeDel 
3'? 

+ 0,0 66,9 33,1 90,8 96,2 + 
-  

(50% dig 
XbaI) 

-  
(50% dig 

XbaI) 
KI KI_100% 

#26 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E278 - + + + 0,0 0,1 99,9   - - - Del 6 bp/ Del 5 bp (del 
8bp+ins 3 bp) 

-6_49% / -5_24% / -5_17% / -
5_6% 

#26 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E279 - + + + 0,0 0,0 100,0   - - Del 597 Del 6 bp/Del 10 bp -6_49% / -10_43% / -10_4% / -
6_1% 

#26 0,1µM Cas9 (1/1) + 2µM E280 - + + + 0,1 0,1 99,9 86,2 95,8 - - - Del 2 bp/? -2_29% / -2_28% / -6_15% / -
2_12% / -5_10% / -5_2% 

#27 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E283 - + + + 0,0 0,0 100,0   - Del 305 / 
Del 612 Del 150-200 Del 238 bp + ins 17 bp Homozygous large deletion 

ICE unreadable   

#27 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E284 - + + + 0,7 0,0 99,3   - Del 381 - Del 81 bp + ins 3 bp/ins 1 
bp -1_32%/+3_6%/-30_5% 

#27 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E285 + + + + 55,2 16,2 28,6   + - Del 1136 WT/KI/Del 6 bp WT_64%/KI_22%/-6_5% 

#28 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E295 - + + + 0,0 1,3 98,6   - Del 49 - Del 6 bp -6_95%/-6_5% 

#28 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E296 - + + + 0,0 0,0 100,0   - Del 396 Del 903 Del 378 bp/ Del 6 bp large deletion ICE unreadable   

#28 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E297 + + + + 0,0 44,5 55,5   + Del 351 Del 266 KI/Del 321 bp large deletion ICE unreadable   

#28 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E298 - + + + 0,0 0,0 100,0   s Del 460 - Del 1 bp -1_100% 

#28 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E299 - + + + 0,1 0,0 99,9   - Del 981 
Del 1406 / 

Del 860 / Del 
259 

Del 23 bp (del 
24bp+ins1bp) -23_98% 

#28 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E300 - + + + 0,1 0,0 99,9 96,3 100,1 
+ 

(include 
indels) 

Del 688 
visible 

deletion 
(large peak) 

iunreadable x2 -1_19%/-23_16%/WT_15%/-
6_13%/… 

#28 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E301 - + + + 0,0 0,0 100,0   
+ 

(include 
indels) 

Del 733 / 
Del 486 Del 942 unreadable x2 WT_37%/-23_11%/-6_11% 

#28 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E302 - + + + 0,0 0,0 100,0   + Del 194 Del 1534 
Del 183 bp and XbaI/ KI 

but primer rEphX2-188For 
deleted 

large deletion ICE unreadable   
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#28 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E303 + + - + 0,0 39,1 60,9   + - - KI/Del 6 pb 
KI/Del 6 pb (ICE KI 48% Del 

6pb 36%et 13%) 
#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E320 - + + + 0,0 0,0 100,0   - - Del 605 Del 9 bp -9_99% 

#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E321 - + + + 0,1 0,0 99,9 100,9 111,3 - Del 158 Del  about 
100 Del 105 bp large deletion ICE unreadable   

#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E322 + + + + 0,2 16,4 83,4   + - Del 1196 / 
Del 682 KI/Del 30 bp/Del 10 bp KI_31%/-10_29%/-30_25%/-

10_6% 
#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E323 - + + + 0,1 0,0 99,9   - Del 545 Del 1054 Del 23 bp/Del 5 bp -23_72%/-5_7 et 5 et 3% 

#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E324 - + + + 0,1 0,0 99,9 107,0 110,1 - Del 303 Del 865 Del 359 bp/Del 5 bp -5_31/-5_25%/-5_6%/-22_3% 

#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E325 + + + + 38,9 10,7 50,4 105,6 106,6 + Del 777 Del 940 Del 28 bp/WT/KI WT_67%/KI_17%/-28_11% 

#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E326 - + + + 0,2 0,0 99,8 97,1 95,1 - 

visible 
deletion 
(large 
peak) 

Del 865 Del 173 bp/ ins 1 bp (del 
4bp+ins5bp) Del 177bp/Del 3+ins4bp 

#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E327 - + + + 41,7 0,0 58,3   - Del 944 - WT/Del 23 bp WT_74%/-23_23% 

#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E328 + + - + 63,0 31,8 5,3   + - - WT/KI/Del 6 bp - 

#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E329 + + - + 11,8 20,0 68,3   + - - WT/KI/Del 23 bp WT_36%/-23_31%/KI_27% 

#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E330 + + + + 0,1 9,7 90,2   + 
Del 423 
(weak) - KI/Del 1 bp/Del 6 bp -1_53%/KI_19%/-6_15% 

#29 0,2µM Cas9 (1/2) + 2µM E331 + + + + 0,0 44,9 55,1   + - Del 861 Del 19 bp/KI KI_53%/-19_40% 

 



 

Caractérisation du système CRISPR/Cas9 et amélioration de l’édition de génome pour la 

génération de cellules iPS humaines et de rats génétiquement modifiés 

Mots clés : Edition de génome, CRISPR/Cas9, iPS, transgenèse rat, NanoDSF, clivage in vitro 

Résumé : CRISPR/Cas9 a révolutionné l’édition de 

génome en l’élargissant à des espèces animales et des 

types cellulaires variés. Les nombreuses études sur 

CRISPR permettent une bonne compréhension 

générale du système (études cristallographiques, 

enzymatiques et mécanistiques…). Toutefois, il reste 

encore de nombreux aspects à étudier pour une 

meilleure maîtrise de l’édition de génome et une 

meilleure efficacité de génération de modèles 

génétiquement modifiés, même pour les plus 

complexes. Ces derniers nécessitent l’insertion d’une 

large séquence ADN (cassette d’expression, gène 

rapporteur, système conditionnel…) ou plusieurs 

séquences contenant une structure particulièrement 

complexe (double insertion de sites loxP flanquant un 

exon…) qui diminuent fortement l’efficacité de 

recombinaison homologue requise pour leur 

génération. J’ai donc caractérisé la base moléculaire 

du système CRISPR/Cas9. En particulier, j’ai étudié 

la formation du complexe RNP par différentes 

techniques notamment la « Nano Differential 

Scanning Fluorimetry » et sa fonctionnalité clivage in  

vitro. Ces études m’ont permises de démontrer que, 

dans des conditions optimales de formation de ce 

complexe (tampon, Cas9, guide ARN…), un ratio 

Cas9 protéine /dual guide ARN 1/1 est suffisant. J’ai 

donc appliqué ce principe aux cellules iPS humaines 

et embryons de rats pour confirmer ces résultats et 

déterminer in vivo les concentrations optimales de 

Cas9 et court donneur ADN afin d’obtenir les 

meilleurs taux d’insertion d’une courte séquence 

simples. Cette preuve de concept nous a permis 

d’obtenir plus de 50% de succès dans les deux 

modèles utilisés. En parallèle, nous avons tenté deux 

approches d’import d’un donneur ADN via le guide 

ARN qui ne nous ont pas permis d’améliorer la 

génération de nos modèles mais d’autres stratégies 

de ce type sont en cours. L’ensemble de ces résultats 

permettra un emploi de CRISPR/Cas9 plus maîtrisée 

et ouvre la voie à une réflexion sur l’optimisation de 

l’utilisation des longs donneurs ADN pour la 

génération de modèles complexes de façons plus 

efficaces et maîtrisé. 

 

CRISPR/Cas9 system characterization and genome editing improvement for genetically 

modified human iPS cells and rat embryos generation 

Keywords : genome editing, CRISPR/Cas9, iPS, rat transgenesis, NanoDSF, cleavage in vitro 

Abstract : CRISPR/Cas9 has revolutionized genome 

editing by spreading human modeling to a large 

variety of species and types of cells. The numerous 

studies of this system have accelerated its 

understanding, in particular crystallography, 

enzymatic and mechanistic studies. Nevertheless, a 

large number of aspects remained to be studied for 

better control of genome editing and for improved 

genetically modified model’s generation efficacy, 

especially for complex models. To generate those 

ones, insertion of large DNA sequence (expression 

cassette, reporter, conditional system…) or multiple 

sequences with complex structure (double insertion of 

loxP sites flanking exons…) is required. Those 

particularities reduce homologous recombination used 

for their generation. Thus, I have characterized the 

molecular basis of CRISPR/Cas9 system. In 

particular, I have studied RNP complex formation by 

different technics, in particular “Nano   Differential   

Scanning   Fluorimetry”, and its functionality by in 

vitro cleavage. I have demonstrated that using 

optimal RNP complex formation conditions (buffer, 

Cas9, guide RNA...) Cas9 protein/dual guide RNA 

ratio 1/1 is enough. We have next applied those 

settings to human iPS cells and rat embryos to 

confirm them in vivo. We also determine optimal 

Cas9 and short DNA donnor concentrations to 

improve insertion efficiency. This proof of concept 

allowed us to reach more than 50% of succes for both 

models. In parrallel, we tested two unsuccessful 

strategies to import the DNA donor to the nucleus via 

the guide RNA. Other strategies are ongoing. All 

these results gives new insight into CRISPR/Cas9 

usage to better master this tool. Moreover, it opened 

new reflexion for optimal large DNA donor usage for 

complex models generation with high efficacy and 

better control.  

 


