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Académie Véteérinaire de France

Les nouvelles techniques permettant d'induire des modifications ciblées
dans le génome des animaux domestiques et leurs applications potentielles

Note destinée a un groupe de travail coordonné par M. Jean-Louis Guénet

Certaines techniques récemment développées par les généticiens permettent de produire, prati-
quement a volonté, des modifications ciblées dans le génome des animaux domestiques. Tout
comme les techniques classiques de transgénése, ces techniques conduisent a la production
d'organismes génétiquement modifiés (OGM), mais elles sont par nature tres différentes de ces
derniéres et doivent plutét étre considérées comme procédant d'une véritable "ré-écriture" de
certaines parties du génome?.

Des expériences faites sur des animaux de laboratoire (souris, rats, etc.) et des animaux de rente
(porcs, bovins, ovins, etc.) laissent entrevoir un avenir prometteur et un trés large champ d'appli-
cations pour ces techniques, un avenir que la profession vétérinaire ne peut ignorer car il n'a
d'autres limites que celles de I'imagination d'une part et celles de I'éthique relative au bien-étre
animal d'autre part.

Ce document présente, de maniéere didactique et simplifiée, I'essentiel des données de base qui
permettent de comprendre le principe de ces techniques et d'en apprécier le potentiel. Il a pour
but de stimuler une réflexion objective de |a part des membres d'un groupe de travail mis en place
par I'Académie Vétérinaire de France et sera éventuellement suivi d'un avis sur le sujet.

1. Eléments permettant la prise en compte du contexte scientifique
1.1. Les outils de la génomique

1.1.1. Les nucléases

Les nucléases sont des enzymes qui fragmentent ou dégradent les acides nucléiques. Il en existe
deux types principaux : les exonucléases et les endonucléases.

Les exonucléases dégradent les acides nucléiques (ADN) a partir d'une extrémité de la chaine
libérant un nucléotide a la fois. Certaines de ces exonucléases fonctionnent dans le sens 5' vers 3'
d'autres dans le sens inverse, de 3' vers 5'. Au terme de leur action, et dans la mesure ou celle-ci
est complete, les ADNs sont réduits a I'état d'un mélange de désoxyribonucléotides.

Les endonucléases coupent les acides nucléiques a l'intérieur de la chaine. Parmi ces endonucléa-
ses, les endonucléases de restriction (ou enzymes de restriction) coupent les ADN bi-caténaires a
des endroits précis, caractérisés par une séquence spécifique, en général assez courte (de 4 a 7/8
paires de bases), qui porte le nom de site de restriction.

1 Nous expliquerons plus loin I'origine de I'expression "ré-écriture” du génome.
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Une fois clivé par une enzyme de restriction, I'ADN est réduit a I'état de fragments de longueurs
variables ayant, ou bien des extrémités cohésives (des "bouts "saillants" ou "protubérants"), ou
bien des extrémités "franches" (des "bouts francs") selon I'endonucléase utilisée?. Ainsi, I'enzyme
EcoR1 (préparée a partir d'Escherichia coli R1) reconnait dans I'ADN génomique des sites
composés de six nucléotides contigus :

5'-GAATTC-3'
3'-CTTAAG-S'

et produit des fragments avec des extrémités cohésives de type 5' protubérant :

5'-G AATTC-3'
3'-CTTAA G-5'

L'enzyme Pstl (Providencia stuartii 1) reconnait elle aussi des sites composés de six nucléotides
contigus :

5'-CTGCAG-3'
3'-GACGTC-5'

et produit, elle aussi, des fragments avec des extrémités cohésives, mais celles-ci sont de type 3'
protubérant/saillant :

5'-CTGCA G-3'
3'-G ACGTC-5'

L'endonucléase Alul (préparée a partir d'Arthrobacter luteus) reconnait des sites a quatre paires
de bases et produit des fragments avec des extrémités franches :

5'-AG CcT-3'
3'-TC GA-5'

Sur une base purement statistique Il est clair que les sites de restriction a quatre paires de bases
doivent étre (au moins théoriquement) plus nombreux dans le génome que les sites a six paires
de bases. Il en résulte des fragments de restriction plus courts : 250 paires de bases en moyenne
contre 4.000 paires de bases pour les sites a six paires de bases. Le raisonnement peut étre
extrapolé a des sites plus longs et par conséquent plus rares encore et qui ne se rencontrent qu'un
trés petit nombre de fois, voire qu'une seule fois, dans un génome de mammifére ou d'oiseau !
Nous reviendrons sur ce point.

Prenant en compte les observations décrites ci-dessus, on comprendra qu'en mélangeant des
fragments de restriction provenant d'ADN d'origines différentes mais produits par I'action d'une
méme enzyme de restriction on peut créer des molécules d'ADN hybrides et artificielles. En effet,
une fois mélangés, les fragments de restriction "oublient" leur origine et ont une propension

2 Pour une endonucléase déterminée tous les fragments engendrés ont des extrémités de méme nature (cohésives
ou franches) .... mais ils ne sont pas tous de méme taille puisque la localisation des sites de coupure dans la molécule
d'ADN est variable et dépend de la séquence.
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spontanée a se réassocier (au hasard ?), formant un ADN artificiel et hétérogéne : c'est I'un des
principes sur lesquels se fonde le "génie génétique" pour produire des "ADNs recombinants"?.

Les endonucléases de restriction sont produites par certaines bactéries et servent a protéger ces
derniéres contre les infections par les virus bactériophages. En effet, l'irruption d’un quelconque
ADN exogéne dans une bactérie permissive induit, a la fois, la production d'une endonucléase de
restriction spécifique, qui inactive par fragmentation (par restriction) I'ADN (ou I'ARN) du phage
infectant, et une autre enzyme, une méthylase, qui protege (qui modifie) I'ADN bactérien en
masquant les sites de restriction situés dans ce dernier. Ce systeme de défense inné des bactéries
contre les infections virales porte le nom de "restriction/modification" : il est tres efficace.

1.1.2. Les méganucléases, les ZFN et les TALENs

Les méganucléases sont des nucléases d'ADN qui ont un site de reconnaissance (en anglais un
DNA binding site) de grande taille (de 12 a 40 pb) ce qui fait qu'en général il n'existe pas plus d'un
seul ou d'un trés petit nombre de tels sites dans le génome d’une espéce domestique donnée*.

Les Zinc Finger nucléases - ZFN Les Transcription Activator-Like Effector - TALEN
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Chacun de ces RVD reconnait spécifiquement une paire de base. Cet assemblage de sous unités
permet de synthétiser des couples de TALEN avec une trés grande spécificité de reconnaissance
de la séquence ADN.
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Fokl (de Flavobacterium okeanokoites), est une endonuclease qui ne fonctionne que
sous forme de dimére. La coupure double brin se fait 9 nucleotides en aval sur un
brin et 13 nucléotides en amont sur l'autre (bouts "extrémités adhésives").

Figure 1a Figure 1b

Deux nucléases de ce type méritent de retenir I'atention : ce sont les nucléases a "doigts de zinc
ou Zinc Finger Nucleases — ZFN" et les "nucléases effectrices de type activateur de transcription
ou Transcription Activator-Like Effector Nucleases — TALEN".

Ainsi gu'il est montré sur les Figures 1a et 1b, les méganucléases de la famille ZFN ou TALE sont
composées de deux domaines physiquement associés mais ayant des fonctions différentes : un
domaine de reconnaissance et d'appariement dans I’ADN génomique (le "DNA-binding domain"),
de taille variable, et un domaine emprunté a I'endonucléase Fokl, un "cleavage domain", ou se
produit la coupure double brin lorsque I'appariement est réalisé.

% Seuls les ADNs terminés par des extrémités cohésives se ressoudent spontanément entre eux. Pour les fragments a
"extrémités franches", les généticiens peuvent néanmoins forcer les soudures en rajoutant des "manchons" artificiels
ayant une séquence donnée, complémentaire (palindromique).

4 Pour donner un ordre de grandeur il suffit de retenir que, pour avoir la quasi-certitude qu'au moins un site de
restriction sera reconnu par la méganucléase |-Scel de Saccharomyces cerevisize (18 paires de bases), il faut que I'ADN
ciblé ait au moins 20 fois la taille du génome humain (i.e. ~ 20 x 3,4 x 10° paires de base).
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L'intérét de ces nucléases est que leur DNA binding site peut étre modifié a facon (en franglais
"customisé") en utilisant les techniques modernes d'ingénierie des protéines. Cette modification
a facon permet donc de cibler la coupure sur pratiguement n'importe quelle séquence choisie a
priori par le généticien. Des endonucléases de type ZFN ou TALEN "customisées" peuvent étre
synthétisées en laboratoire en associant divers domaines ZF (ou RVD) capables de reconnaitre un
DNA binding domain d'environ 12 a 40 paires de bases. L'association des protéines ZF (ou RVD) a
I'ADN entraine un changement de conformation de la molécule ZFN (ou TALEN) qui, finalement,
active la coupure.

ZFNs & TALENs

NHEJ ... création de knockout HDR ... création de knock-in

Zinc finger nucleases (ZFNs) TALE nucleases (TALENs)
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Figure 1c

Les ZFN ou TALEN sont comparables a de véritables ciseaux moléculaires qui permettent de faire
des coupures ciblées dans I'ADN. Une fois ces coupures effectuées deux situations sont alors
possibles (Figure 1c) qui ont des conséquences radicalement différentes :

- ou bien la réparation de I'ADN ne se fait pas du tout ou bien elle se fait mal (Non-homologous
end joining — NHEJ — a gauche sur la Figure 1c) et I'ADN ciblé porte alors une mutation (en
général une délétion de plus ou moins grande taille). Le géne ainsi muté ne sera plus fonctionnel.
C'est un knockout.

- ou bien la réparation de I'ADN est dirigée (= guidée) par addition d'une matrice d’ADN exogene
gu'une polymérase recopie plus ou moins fidelement (Homology directed repair ou HDR sur la
Figure 1c —droite). Dans ce deuxieme cas, si la séquence de I'ADN qui sert de matrice est normale
(c'est a dire native) il y a réparation ad integrum (peu d’intérét !). En revanche, si ’ADN matrice a
une séquence qui correspond a un géne d'intérét ou une séquence potentiellement intéressante
et a évaluer, la mutation est alors un knock-in°.

La nature moléculaire des mutations ponctuelles induites par les ZFN ou les TALE nucléases peut
étre analysée et confirmée a tout instant par séquencage de la région. Cela permet de trier les
mutations en fonction de leur intérét potentiel.

5 Lorsque la séquence synthétisée correspond a une séquence matrice choisie par I'expérimentateur, les généticiens
anglophones parlent de "genome editing". Malheureusement, la traduction de cette expression en "édition du
génome" n'est pas convenable car le verbe anglais "to edit" n'a pas le méme sens que le verbe francais "éditer". Nous
utiliserons I'expression "ré-écriture" du génome, utilisée par plusieurs Académies, et qui correspond bien a la réalité.
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La syntheése de méganucléases customisées de type ZFN ou TALEN se fait sur commande, dans
certains laboratoires spécialisés (par exemple Cellectis en France). Elle est coliteuse et aujourd'hui
pratiquement abandonnée depuis I'avenement de la stratégie CRISPR-Cas9.

1.1.3. Le cas particulier de la technique CRISPR-Cas9

Une nouvelle technique d'ingénierie génomique, fondée sur le méme principe que celui présenté
ci-dessus, a été récemment développée par les généticiens®. Elle s'inspire, elle aussi, d'un mécanis-
me de défense inné qui existe chez la plupart des microorganismes et leur confére la possibilité
de lutter contre les infections par des ADN ou des ARN exogenes (les bactériophages par exemple).
Cette technique, est connue sous la désignation anglo-saxonne de "Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats-Cas9" et elle est devenue populaire sous l'acronyme
CRISPR-Cas9. Avec cette technique, la reconnaissance du DNA binding domain se fait par I'inter-
médiaire d'un ARN-guide, synthétisé a la demande, et non plus par une protéine de type ZFN ou
TALEN. Cet ARN guide, symbolisé gARN, (sgARN s'il s'agit d'une molécule simple brin) reconnait
avec une grande précision un ou plusieurs site(s) d’une taille de 20/24 nucléotides, choisi(s) par
I'expérimentateur, dans la séquence du génome de |'espéce ciblée. La technique CRISPR-Cas9 est
plus simple a mettre en ceuvre, plus efficace et surtout moins onéreuse que celle qui fait usage
des nucléases ZFN ou TALEN. L'endonucléase de restriction qui coupe I'ADN au niveau du site
porte le nom de Cas9 (pour CRISPR associated protein 9).

La méthode CRISPR-Cas9 a pratiquement supplanté les anciennes techniques faisant usage des
ZFN ou des TALENSs. Elle a déja fait I'objet de nombreuses applications, dans plusieurs domaines
et dans plusieurs especes. La Figure 2 schématise le mécanisme d'action en trois étapes.

Les CRISPR/Cas9

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats — Caspase 9

Genomic DNA Casd 3
DD s KON

1 Guide RNA

L'ARN guide (gARN), complémentaire de la séquence-cible, forme un complexe avec le
tracrARN, le stabilise, le guide vers la cible et active I'endonucléase Cas9. Celle-ci clive
alors 'ADN, de fagon spécifique, dans une séquence cible d'environ 18 a 24 paires de
bases, immédiatement en amont d'une courte séquence de 2 a 6 paires de bases, le
PAM (Protospacer Adjacent Motif) (..5' -NGG- 3'..).

Il faut noter qu'avec CRISPR-Cas9 le guidage vers la cible est fait par un ARN

Figure 2

® Notamment par la généticienne francaise Emmanuelle Charpentier, actuellement directrice de I'Institut Max-
Planck de Biologie Infectieuse a Berlin. Pour cette découverte elle a recgu le Prix Nobel de Chimie 2020
conjointement avec la biologiste Américaine Jennifer Doudna.
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1.1.4. Les enzymes de réparation de I'ADN : les ligases, les ADN polymérases, etc...

Les ligases ou ADN-synthases sont des enzymes qui permettent la fusion de deux molécules d'ADN
ou d'ARN par des liaisons covalentes. Ces ligases sont utilisées au laboratoire pour ré-associer des
fragments de restriction d'un ADN en une molécule unique d'ADN recombinant.

Les ADN polymérases représentent une tres grande famille de molécules impliquées dans la
réplication de '’ADN, notamment au cours du cycle cellulaire. Ces enzymes sont utilisées pour la
"réparation spontanée" d'éventuelles mutations. Elles procédent par I'addition successive de
désoxyribonucléotides (ATP; GTP, etc...), en copiant la séquence nouvelle a partir d'un ADN utilisé
comme matrice’.

1.2. Le clonage et les vecteurs d'amplification, le séquencage, etc...
1.2.1. Le clonage et les vecteurs de clonage

Cloner un ADN consiste a en isoler un fragment jugé intéressant a partir de certains criteres et a
I'insérer, par recombinaison, dans I'ADN d'une structure stable capable de s'auto-répliquer : un
vecteur d'amplification. Cela se fait en général en utilisant une enzyme de restriction qui coupe
(de préférence une seule fois) I'ADN du vecteur de réplication et une fois de part et d'autre de
I'ADN a cloner. L'ADN inséré est appelé insert. Les vecteurs d'amplification sont généralement des
plasmides ou des bactériophages. Il est alors nécessaire d'introduire ces bactériophages ou ces
plasmides dans les bactéries permissives pour réaliser leur amplification.

Dans certains cas spécifiques les généticiens utilisent aussi des vecteurs capables d'amplifier des
ADNs plus longs : ces vecteurs "poids lourds" sont soit des cosmides, pouvant contenir des ADNs
mesurant jusqu'a 40/45 kb, des bacterial artificial chromosomes ou BACs — ou des yeast artificial
chromosomes ou YACs 8. Les YACs permettent de cloner des fragments d'ADN de trés grande taille
(300 a 1 000 kb) mais ils présentent I'inconvénient d’étre instables et parfois délétés ou hybrides
(segments d’ADN non contigus). Les techniques traditionnelles de transgénese ont trés largement
fait appel au clonage de I'ADN dans des vecteurs pour en obtenir un nombre de copies tres élevé.

1.2.2. Le séquengage de I'ADN

Le séquencage des ADNSs fait appel a un ensemble de techniques® qui consistent a déterminer
I'ordre linéaire des différents nucléotides dans un segment donné. Longtemps considéré comme
une étape complexe, fastidieuse et trés onéreuse, le séquencage des acides nucléiques est
désormais largement robotisé et cette robotisation a contribué a une réduction considérable du
co(t®. Cela se traduit par le fait que, de nos jours, un nombre croissant de génomes sont intégrale-

7 Ce brin matrice peut étre natif (naturel). Il peut aussi résulter d'une synthése compléte faite au laboratoire ..... d'ou
la notion de "ré-écriture du génome" utilisée dans ce cas. Dans ce contexte il faut bien comprendre que le généticien
peut désormais réparer des genes en reconstituant une structure dégradée, mais il peut aussi faire synthétiser par un
"gene artificiel" quelcongue une protéine qui n’existe pas naturellement.

8 |l existe des banques toutes prétes d'ADNs clonés (commercial).

9 Une des techniques de séquencage fréquemment utilisée est le séquencage par synthése (lllumina). Cette technique
est précise a 99%, elle est d'un rendement trés élevé et elle est la moins colteuse. Avec cette technique le co(t du
séquencage d'un génome de mammifére entier est de 1.000 US S.
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ment séquencés®® et disponibles sans frais, sur internet dans des bases de données spécialisées.
La base de données de séquences génomiques la plus conviviale est "Ensembl". Elle est accessible
a l'adresse : http://www.ensembl.org/index.html. Elle héberge la séquence d'environ une
centaine d'espéces de vertébrés. Elle est accompagnée d'un "tutorial" dont la lecture est indispen-
sable.

GRCh37 BLAST/BLAT | BioMart | Tools | Downloads | Help & Documentation | Blog
i Cow umpa.1) v

Location: 21:6,794,975-6,922,968
Location-based displays

F Whole genome Chromosome 21: 6,794,975-6,922,968

Chromosome summary
Region overview
Region in detail & < @ &

= Comparative Genomics e 0 -
|- Synteny

- Alignments (image)

- Alignments (text) . .

L Region Comparison Region overview @

= Genetic Variation

- Resequencing

L Linkage Data
Markers

Location: | 21:6794975-6922968 Gene:

- NCBI@
— — 127.99 kb
£ Configure this page 6.80Mb 6.82Mb G.83Mb. 6.8eMb.
Genes (Ensembl). ADAMTS17 >
2N Custom tracks &80Mb = =0 e,
~Reverse strand 12759 kb
4 Export data There are currently 16 tracks turned off.
Ensembl Bos taurus version 91.31 (UMD3.1) Ch 21: 6,794,975 - 6,922,968
Share this page CenelLsosnd .
Protein Coding
F+ Bookmark this page B Ensembl protein coding

Figure 3a - Extrait (matérialisé par un petit rectangle rouge — en face de Chr. 21) représentant un
fragment (de 127993 bp) repéré, du chromosome 21 de Bos taurus

Login/Register

BLAST/BLAT | BioMart | VEP | Tools | Downloads | Help & Docs | Blog &)~ Soarch i spocios Q|

m Cow (UMD3.1) v

Location: 21:1-71,599,096
Location-based displays
Whole genome Chromosome 21: 1-71,599,096

Chrom:

‘ 21 I 1
| Alignments (image)
- Alignments (text)
L Region Comparison Region overview @
& Genetic Variation
|+ Resequencing
Uinkago Data Location: 21171505006 @ o (oo <)+ 0- (>)»

& Other genome browsers
ucsce

s BA<BEILT Do ESRcETT

Genes (Ensembl). SNRPN: ATP10A < ENSBTAG00000048048NS BTAGO000002707SZNF710 > SH3GLE TRPMDTUD7A BTPN9 > < NOVAL < PRKDX RF00026< MBIR: ENSBTAG0000004479 PPPARIAERICH1 >RFO0003 >DLK1 > < CKI
N Custom tracks NON >RFO0026 >ADAMTS17 3< Fam103a1 &16 > 30 x RFO002AG2E3 > < =< scecuis @
< secaane >RF00001 30103 >

th Export data MAGEL2  GABREB LYSMDA <
[ < swotispage ] N > N0C2-8¢ > <Rroo02s  Ad
SO Repoa2s >Rrgon 7C HDAMTS? A3 > RF00001 > NPAS3 = SLC25A21 LRFNS >'< FSCB TC2NFIZ7 > < RFO0231 '« SETDS: MOK

Rhocoot > RPOZ6 > < ARRDGS ' FODO1S' RAOO02ba-miL17D >GR3 SPAZ oA 2158 - msemicon
D oo} > abrachocogazstpe > | s ez oo < provtaeetTa s bk Aiss > L0701 > < ECUI NS TACOOODDSSENGBAGOOOOZ6 RN > CHE> 2

RF0c00t > ' ENSETAGROOO0O34098 '« O3 KLALZMa:ie 71 > BNCL < STARDS: TRCIDSB CYPLAZ bocH> NSHTAGO0000047505 = ENSETAGOOMOOATRIIO01 > < CEDCRSC
thocozh > st » id oot fuses ol L v <rsfircd> | [sesemaoscoosiraaoones [t |
p ] i Kokt < TS MsEsABSTIEP L vesk Coeats | < =
"L srodocn ey k> | | fvests > 57e0n | = o p | eest > <ensoracodooootsoss| < sk ki< ooods | Smesas >
" aroouzs ' ARk FOPEPIL | < ENSOTAGODDMON MOANCASHHORLL  RPUDOIS< TSPANS L vekmideve < ol EACODTISHOEL > Ha-mi:
neseAGom0c2307 > 7> NG00 FoO0n 51207 X S0 PSR A 5o A ne
L srodonn ' ba etz ok S50 S s o ot g e s o 0 ot vt ot 03
Exseacoo0006sdt > LOTISUZ s MAPAMaLTin oA > SRROO0NS < PENCKSTIEPS | s GPRIFOGO03 > NSETAGOOIOODMBOCIoFLNBERFIVS >
. exsmamise Theomas furss b > LasiRrRsLz k2o Tusk sebuooch > et > | Hev barombzs sl > | ba-midas
o > ;anns & oeriered < ExSRENE > ExSETACIOGDOLSTTS < rooabuAs > '+ TRAPRCSD|  BIo110>< RIMAENSETAGO0000005653 >
L enssmicamonnsans hew e v optoodeea s Gz Andoard s | cordocuchs i,
o e amctootey g e e it e paies iyl e e el | Sy

Figure 3b — Liste des genes du chromosome 21 de Bos taurus (vue partielle). Le chromosome en
guestion comporte 71.599.096 bp; chaque gene est séquencé et la séquence compléte est
accessible en 2/3 "clicks" a partir du symbole affiché.

http://www.ensembl.org/Bos taurus/Location/Overview?r=21:1-71599096

10 Ou quasi intégralement car il est trés difficile, sinon impossible, de séquencer certaines régions génomiques consti-
tuées de séquences dupliquées en tandem.
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1.3. Les mutations
1.3.1. La nature, la fréquence et I'importance des mutations

Les mutations sont des événements rares et soudains qui surviennent dans le génome de tous les
étres vivants et qui en modifient la structure a des degrés divers. Les mutations qui n'affectent
gu'un seul ou un trés petit nombre de nucléotides (= substitutions, insertions ou délétions) sont
les plus fréquentes sans doute parce qu’elles sont globalement les moins graves. Au contraire, la
perte ou la rétention d'un chromosome entier (monosomies ou trisomies) sont des mutations
rares et graves. Tous les intermédiaires ont été observés.

Le remplacement d'un nucléotide par un autre n'entraine parfois aucun changement dans la
séquence d'acides aminés de la protéine traduite et, dans ce cas, les conségquences sont tout
simplement inexistantes (on parle de mutations silencieuses ou "méme sens"). Dans d'autres cas
les effets de la mutation sont de sévérité variable pouvant aller, par exemple, d’'une simple
variation de la charge électrique de la protéine codée sans aucune altération de la fonction,
jusgu'a la mort de I'embryon a un stade plus ou moins précoce de son développement.

Chez la souris, une espéce ou il existe des lignées consanguines (inbred strains), de nombreuses
études ont été faites pour mesurer avec une bonne précision la fréquence des mutations qui
surviennent au cours du temps et cela aussi bien spontanément qu'apres un éventuel traitement
mutageéne!l. Parmi ces études, on peut rapporter les observations publiées par une équipe de
généticiens japonais qui a comparé la séquence génomique de deux lignées (C57BL/6J et
C57BL/6N) ayant la méme origine ancestrale mais ayant divergé depuis 64 ans (= environ 250
générations) (Medaka et al. 2015). En comparant les séquences ADN de ces deux lignées les cher-
cheurs ont identifié 277 différences ne concernant qu'un seul nucléotide (Single Nucleotide
Polymorphism — en abrégé SNP). Parmi ces 277 SNPs, 10 (c'est peu !) entrainaient une substitution
d'acide aminé dans la protéine codée par I'ADN mutant (mutations faux-sens — en anglais
missense) et seulement 4 (c'est tres peu !) étaient identifiées comme conduisant a la synthése
d'une protéine ayant une fonction différente ou une fonction dégradée ou tout simplement plus
aucune fonction (mutation non-sens)*?. Ainsi, comme on le constate, peu de mutations survenant
spontanément dans une séquence donnée du génome des mammiféres ont un effet
"dommageable" sur le phénotype. Cela ne veut pas dire que les mutations, considérées au niveau
génomique, ont relativement peu d'importance car il faut aussi tenir compte du fait que le génome
est immense a I'échelon moléculaire (environ 3 x 10° bp — avec probablement 30 a 35000 unités
transcrites en protéines ou ARN). En pratique, on pourrait calculer que c'est une bonne vingtaine
de nouvelles mutations qui apparaissent a chaque génération, chacune avec des caractéristiques

1 Les lignées consanguines représentent un matériel de choix pour ce genre d'étude parce que leurs pédigrées sont
connus et leurs génomes entierement séquencés. Les observations faites a propos du polymorphisme au niveau de
I'ADN peuvent étre extrapolées a toutes les espéces de mammiféres. D'autre part, la fréquence des mutations ainsi
que leur nature sont tres semblables a ce qui s'observe dans les autres espéces de mammiferes, homme compris.

121 'analyse de la séquence d'acides aminés d'une protéine donnée et sa comparaison avec les séquences qui sont
déja dans les bases de données permet parfois de prédire si le changement de structure engendré par une mutation
est susceptible d'avoir ou non des conséquences sur la fonction de la protéine.

"Les perspectives offertes par la ré-écriture du génome des animaux domestiques" — version 8 —JLG



Page 9

spécifiques, certaines séveéres (mutations a effets délétéres) et d'autres non'3. Certaines de ces
mutations seront transmises .... d'autres seront perdues. Le génome est donc une entité fluide,
qui se modifie avec le temps..... générations aprés générations, une entité sur laquelle I'nomme
peut néanmoins exercer une action comme nous le verrons.

Les mutations n'ont pas toujours des effets négatifs ou déléteres. En effet, il apparait de temps en
temps certaines mutations dont les effets sont potentiellement favorables et a priori dignes d'étre
pris en compte dans un protocole de sélection. Un bon exemple est celui d'une mutation, surve-
nue spontanément chez le porc, dans le géne ECF18R (Escherichia coli F18 receptor —chromosome
6), qui code un des récepteurs spécifiques des facteurs d’adhésion situés a la surface des entéro-
cytes. Cette mutation est récessive et, lorsqu'elle est a I'état homozygote, elle entraine une résis-
tance accrue au syndrome diarrhéique des porcelets. A ce titre, elle peut donc étre avantageuse-
ment sélectionnée dans les élevages (Ji et al. 2016 - Nguyen et al. 2016).

Des situations analogues a celle que nous venons de décrire sont assez fréquentes chez la souris
de laboratoire ou plusieurs mutations ponctuelles ont été reconnues comme étant capables de
modifier de maniére radicale la sensibilité de certaines lignées a des infections de toutes natures
(Flavivirus, Orthomyxovirus, Coronavirus, Entérobactéries, Mycobactéries etc.) tandis que d'autres
ont été identifiées comme étant capables de modifier quantitativement la sensibilité des animaux
a une infection particuliére. Si, comme probable, de tels génes et partant de telles mutations exis-
tent aussi dans les espéces de rente (bovins, ovins, caprins, porcins, etc ....), avec la méme fonction
que chez la souris, alors leur intérét devient évident dans la perspective d'une exploitation
zootechnique : quel éleveur n'a jamais révé d'un troupeau entier qui serait résistant a la fievre
aphteuse, aux prions, aux mammites ou bien encore a la peste porcine ?

Malheureusement, de telles situations ou des mutations apparues spontanément ont des effets
"miraculeux/providentiels" sont rarissimes ! Dans la plupart des cas elles apparaissent mais elles
ne sont pas révélées parce que la rencontre de I'individu mutant avec I'agent infectieux ne s'est
pas faite. Ou bien elles n'apparaissent pas dans la bonne espece (ou la bonne race) et il faudra
alors un long protocole de croisement (et de la chance) pour exploiter leurs effets protecteurs, ...
Quoi gu'il en soit, on se rend vite compte de l'intérét qu'il y a de rechercher ou de produire de
nouvelles mutations dans les espéces domestiques parce que certaines d'entre elles sont
potentiellement capables d'améliorer les qualités zootechniques des animaux.

1.3.2. — Les moyens de produire ou d'identifier de nouvelles mutations chez les espéces
domestiques

Chez les souris ou les rats de laboratoire il existe aujourd'hui une grande variété de techniques qui
permettent de produire, a la demande, des mutations de toute nature. Dans ces especes on peut
produire des mutations conditionnelles inductibles et méme réversibles. Cette possibilité est

13 | 'observatoire National des Anomalies Bovines (ONAB) recense et catalogue (pour la France) les anomalies des
bovins et collabore trés activement a leur caractérisation dans le but de les éradiquer. A I'échelon international la
base de données OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals — http://omia.angis.org.au) recense toutes les
anomalies génétiques qui affectent les animaux domestiques (F.H. Nicholas — Sydney).
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longtemps restée le privilege des animaux de laboratoire mais ce n'est plus le cas depuis I'avene-
ment récent des techniques faisant appel aux méganucléases programmables et en particulier a
la technigque CRISPR-Cas9 dont nous avons parlé ci-dessus. A I'heure actuelle, il apparait méme
sérieusement envisageable de mettre en place un véritable programme de mutagéneése ciblée,
applicable aux espéces de rente et, éventuellement, aux especes de compagnie. Pour cela, une
condition résolutoire doit cependant étre remplie : il faut que le généticien ait la maitrise complete
des techniques de manipulation et des conditions de maintien en survie in vitro, des embryons
prélevés aux stades pré-implantatoires du développement.

Pour illustrer cette approche nouvelle, nous avons choisi de rapporter ici une expérience réalisée
dans un laboratoire de I'Institut Pasteur de Montevideo, en collaboration avec un laboratoire de
I'INSERM, a Nantes, et destinée a produire dans la race de mouton Australian Merino, connue
pour une exceptionnelle qualité de sa laine, des mutations dans le géne codant la Myostatine
(MSTN), une protéine qui, chez I’'animal normal, inhibe la différenciation et la croissance des
cellules musculaires. Cette mutation n'a rien a voir avec la sensibilité a une maladie infectieuse
guelconque mais elle a un intérét zootechnigue majeur en ce sens qu'elle accroit, de maniéere
substantielle (environ 20%), la production de viande (elle induit le phénotype "culard"). Elle est
connue dans plusieurs espéces (bovins, porcins, souris) et elle est bien définie du point de vue
génétique et moléculaire. Dans ce cas, le but poursuivi était donc de créer une mutation knockout
(MSTN™) dans un génotype par ailleurs inchangé (celui de I'Australian merino), pour obtenir en
seulement une ou deux étapes des moutons a laine trés fine (mérinos) et meilleurs producteurs
de viande, une opération qui, sans cela, aurait nécessité plusieurs générations de croisements.
Pour créer cette mutation knockout, les généticiens ont d'abord préparé un vecteur de clonage
(un plasmide) capable d'exprimer, a la fois, la nucléase Cas9 et un ARN guide'®. Cet ARN guide
était synthétisé pour cibler précisément I'exon 1 du gene de la Myostatine. lls ont ensuite injecté,
a l'aide d'une fine micropipette, une trés petite quantité du mélange dans le cytoplasme®*®
d'embryons juste fécondés. Finalement, aprés quelques heures de culture, ils ont réimplanté les
blastocystes ainsi manipulés (et d'apparence normale) dans des utérus de brebis préparées pour
la gestation par des injections hormonales. 22 agneaux sont nés dont 10 porteurs de mutations?’
dans le gene ciblé (voir Figure 4 et 5).

La technique CRISPR-Cas9 peut étre utilisée aussi bien pour modifier I'ADN de cellules (somatiques
ou germinales) cultivées in vitro, qu'au niveau de I'embryon précoce. Elle ne nécessite pas un équi-
pement sophistiqué et peut étre utilisée, avec quasiment le méme protocole, dans plusieurs
especes de mammiferes. Il faut cependant, comme nous l'avons déja souligné, que le laboratoire

14 Des Kits préts a I'emploi sont disponibles dans le commerce pour aider ces synthéses de vecteurs.

15 Dans les premiéres expériences de ce type il était recommandé de procéder a des injections dans I'un des pronuclei
(comme cela se fait pour la transgéneése par addition d'ADN linéaire in ovo). Depuis, I'expérience a montré que le
rendement était (pratiquement) aussi bon en procédant a des injections intra-cytoplasmiques, ce qui est plus facile.

16 On notera que le mélange injecté ne comportait pas de matrice de réparation de 'ADN. L'intention était donc
limitée a la production de mutations de type insertion/délétion (ou "indels") empéchant le fonctionnement du géne
ciblé.

17 Ces 10 mutations dans le géne MSTN étaient toutes de type "indel" (NHEJ). 8 étaient bi-alléliques (avec présence
de mutations sur les deux chromosomes).
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ait la maftrise totale des conditions de maintien en survie des embryons de I'espece sur laquelle il
expérimente.

CRISPR/Cas9 - la pratique ....
NHEJ ... création de mutations ponctuelles

Figure 4. Injection dans le pronucléus de la nucléase Cas9 et de I'ARN guide (gARN) ciblant une séquence ADN précise.
Cela induit des coupures double-brin dans la région ciblée (NHEJ). Lorsque I'injection se fait dans le cytoplasme de
I'embryon les deux chromosomes d'une méme paire peuvent étre impactés ce qui favorise la production d'homo-
zygotes en une seule étape : un avantage (gain de temps) considérable dans certaines espéces domestiques.

A noter que si I'on ajoute une matrice de réparation (un oligo-nucléotide) au mélange Cas9/gRNA on peut, dans
certaines conditions, "forcer" l'insertion d'une séquence particuliere dans l'intervalle créé par la coupure. Dans ce cas
on obtiendra une mutation knock-in.

Wild-type lamb #48

Knock-out lamb #47

Figure 5. (gauche). L'injection de la nucléase Cas9 et de I'ARN guide (gARN) ciblant une séquence de I'exon 1 du géne
MSTN, codant la Myostatine a provoqué des coupures double-brin. La plupart de ces coupures n'ont pas été réparées
et laissent apparaitre des mutations de tous ordres notamment des délétions mesurant une a plusieurs paires de
bases. Ces mutations sont en général incompatibles avec la synthése d'une protéine fonctionnelle : c'est un knockout.
Dans le cas présenté la délétion porte sur 20 paires de base. Figure 5 (droite) Plus de Myostatine : partant plus de
régulation de la croissance des cellules musculaires = les agneaux mutants sont "culards" (voir Knock-out lamb #47).
Cliché aimablement communiqué par Dra Martina Crispo — Institut Pasteur de Montévidéo — Uruguay.

A la date de diffusion de cette note, des embryons génétiqguement modifiés par action des ZFN ou
TALE nucléases ou par utilisation de la technique CRISPR-Cas9 au stade zygote (stade une cellule
du développement embryonnaire) ont été obtenus, avec une fréquence élevée, chez la souris, le
rat, le singe M. cynomolgus, le furet, ainsi que chez plusieurs espéces de mammiféres domestiques
telles que les bovins, le mouton, la chevre, le porc, le chien et le lapin (voir références). Des
expériences ont également été réalisées avec des embryons humains triploides (et par
conséquent non-viables a long terme - Tang et al. 2017; Ma et al 2017). L’obtention de mutations
a I'état homozygote!® est trés avantageuse, dans les espéces domestiques qui ont un temps de
génération long. Aucune autre technique n'offre cet avantage.

18 || serait plus convenable de parler de "pseudo-homozygotes" car les mutations produites, méme si elles sont
localisées aux loci homologues des deux chromosomes d'une méme paire, résultent néanmoins d'événements
indépendants et sont, en général, différentes au niveau moléculaire : ce sont donc des alleles différents.
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1.3.3. — Quelques commentaires a propos des mutations produites par utilisation de nucléases
programmables (ZFB, TALEN, et principalement CRISPR-Cas9)

Les animaux dont le génome a fait I'objet de modifications ciblées, par utilisation d'une endo-
nucléase programmable (notamment par la technique CRISPR-Cas9 ou une de ses variantes), ne
sont pas des animaux transgéniques sensu stricto (au sens de la directive européenne 2001/18-
CE?®) mais constituent une classe nouvelle d'organismes génétiquement modifiés (OGM).

L'addition d'un ADN cloné dans le génome d'un individu, appartenant éventuellement a une autre
espece, aboutit a la création d'un animal transgénique. Chez un tel animal, un ADN exogene s'est
integré au génome du receveur, le plus souvent a un endroit non-ciblé, aléatoire, et se transmet
ensuite de maniére mendélienne génération apres génération. L'ADN exogéne peut étre composé
d'un ou plusieurs génes, modifié(s)s in vitro ou non, et exprimé(s) in vivo ou non. Par extension,
on considere aussi que les animaux dérivés de cellules embryonnaires (cellules ES) cultivées in
vitro, dont le génome a été modifié par transfection puis recombinaison homologue in vitro avec
un ADN exogéene, sont également des animaux transgéniques. Les animaux transgéniques sont
donc des organismes génétiquement modifiés (des OGMs) par I'homme parce qu'ils ont ou sont
susceptibles d'avoir un phénotype intéressant du point de vue zootechnique (par exemple, des
chévres transgéniques produisant dans leur lait des protéines d'intérét médicamenteux) ou
simplement pour leur intérét d'un point de vue médical et scientifique (par exemple pour étudier
un gene entrainant la résistance a une maladie infectieuse).

Au contraire, les organismes qui se développent a partir d'embryons génétiguement modifiés par
I'action ciblée de nucléases programmeées (de type ZFN/TALEN ou par la technique CRISPR-Cas9),
ne sont pas des animaux transgéniques. Certes, leur génome est porteur de mutations program-
mées au laboratoire, par le généticien, mais ces mutations sont absolument identiques a celles
qui surviennent spontanément et naturellement dans le génome de tous les mammiféeres (Tan et
al. 2012)?°. 1 s'agit de I'insertion d'un ou de plusieurs nucléotides contigus ou, au contraire, de la
délétion de quelques nucléotides dans la région ciblée (indels ou micro-indels). Il peut aussi s'agir,
plus rarement, d’une substitution de nucléotides. Toutes ces mutations se produisent aussi a |'état
naturel, et dans toutes les espéces.

Chez les animaux dont le génome a été modifié par l'action ciblée des nucléases programmées, il
n'y a aucun ADN d'origine exogéne dans le génome?!. La modification ponctuelle induite par la
nucléase est précisément localisée, elle est stable et tragable par séquengage, ce qui n'est pas le
cas d'un ADN transgénique qui peut se mobiliser et interférer avec les genes environnants.

19 http://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/?uri=celex%3A32001L0018

20 par analyse de la séquence de I'ADN, rien ne permet de distinguer une mutation d'origine "spontanée" d'une
mutation induite par une intervention humaine et notamment par la technique CRISPR-Cas9.

21 | 3 matrice de réparation qui est utilisée pour aider ou diriger la réparation des coupures provoquées par les
endonucléases (production de knock-in) est en général de trés courte taille. Il s'agit, en pratique, d'un oligo-
désoxynucléotide (d'ou le nom d'ODM pour Oligonucleotide Directed Mutagenesis). Cet oligonucléotide ne peut
pas étre considéré comme un ADN exogene et, de toute maniére, il ne persiste pas en tant que tel a mesure
que I'ceuf se développe. Cela est d'autre part facilement contrélable par séquencage.
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Les animaux qui se développent a partir d'embryons génétiquement modifiés par I'action ciblée
une endonucléase ou apres utilisation de la technique CRISPR-Cas9 ne sont pas non plus des
“clones" car chacun d'entre eux résulte de la rencontre naturelle de deux gametes différents, qui
ont fusionné pour former le noyau du zygote, et non pas de la transplantation dans le cytoplasme
d'ovocytes préalablement énucléés, de noyaux provenant d'un méme individu originel ou de tissus
somatiques prélevés aprés quelques divisions mitotiques.

La législation actuelle relative aux animaux qualifiés de transgéniques ou de clones, n'est donc pas
applicable aux animaux génétiquement modifiés par I'action d'une endonucléase programmée.

1.3.4. — Le cas des coupures sauvages ou non-ciblées (off-target).

L'utilisation de la technique CRISPR/Ca9 peut engendrer des coupures sauvages (= a des endroits
non-ciblés et par définition inconnus) dans le génome des embryons traités (la littérature anglo-
saxonne parle de coupures "off-target"). Ces coupures non-ciblées, dont le nombre dépend
directement de la fiabilité de I'ARN guide et de la qualité de la nucléase associée (Cas9 pour
I'instnat), sont rares et, ici encore, elles ne sont pas différentes du point de vue de leur structure
des mutations dues a des erreurs de réplication de I'ADN que I'on observe spontanément dans le
génome de tous les nouveau-nés. D'autre part, elles sont pratiquement toujours génératrices de
micro-indels (équivalentes a des mutations non-sens) et représentent autant d'alleles non-
fonctionnels, fortement contre-sélectionnés a |'état naturel. Le probleme (plus théorique que
pratique) des coupures "off-target" ne tardera pas a trouver sa solution avec la découverte et la
mise sur le marché de nucléases plus spécifiques et par conséquent plus performantes.

En conclusion ....

La découverte et la mise au point de techniques permettant de produire, a volonté, des modi-
fications programmeées et ciblées dans le génome des mammiferes sont sans précédent. Ces
techniques impactent d'ores et déja de maniére importante plusieurs aspects de la biologie et de
la médecine. Le "monde vétérinaire" est évidemment concerné par plusieurs aspects de cette
révolution technologique et doit s'y préparer. Un effort spécial et soutenu devrait étre fait pour
promouvoir les recherches fondamentales sur les sujets afférents a cette technologie et une
législation mieux adaptée devrait étre promulguée. La compétition internationale en cette
matiere (matérialisée par la prise de brevets) est telle qu’il faut associer la notion d’urgence aux
actions a entreprendre en la matiere.
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2. Les réactions et prises de position des Académies et autres orga-
nismes concernés par les techniques nouvelles d'ingénierie et de
modifications ciblées du génome

2.1. - L'Académie de Médecine

L'Académie de Médecine?? considére qu'avec les nucléases et en particulier avec la technique
CRISPR-Cas9, ce sont de nouveaux outils moléculaires tres précis et tres performants qui ont été
décrits et qui sont désormais disponibles dans de nombreux laboratoires pour modifier le génome
de maniére ciblée. Ces outils ouvrent des perspectives majeures pour la recherche en biologie, y
compris dans le domaine médical et vont trés vraisemblablement permettre des progres consi-
dérables pour la thérapie génique somatique.

Elle souligne néanmoins qu'aucune des techniques actuellement disponibles ne peut étre utilisée,
avec toute |'efficacité et I'innocuité requises, pour modifier le génome de cellules germinales ou
d’un embryon conduisant a la naissance d’un enfant. Il n’y a donc pas lieu de changer actuellement
la 1égislation frangaise sur ce point.

L'Académie de Médecine poursuit en considérant que |'absence d’application clinique ne doit
cependant pas empécher les recherches fondamentales et précliniques dans ce domaine, y com-
pris celles qui portent sur les cellules germinales et les embryons humains, afin de mieux connaitre
les mécanismes régulant la gamétogenése et le développement précoce de I'embryon, ainsi que
leurs anomalies. Ces recherches devraient donc étre autorisées et soutenues quand elles sont
scientifiquement et médicalement pertinentes. L'utilisation clinique éventuelle de ces nouvelles
technologies s’inscrit dans un mouvement évolutif de la médecine dont les enjeux ne sont pas que
techniques ou médicaux mais impliquent aussi des choix éthiques et sociaux. Des a présent, il est
nécessaire d’affirmer que ces nouvelles technologies ne doivent pas étre mises au service d’un
eugénisme programmé.

L’Académie nationale de médecine recommande donc :

- le maintien de la |égislation actuelle interdisant toute intervention sur la structure de 'ADN ayant
pour conséquence de modifier le génome de la descendance (telles que définies dans la conven-
tion d’Oviedo - ratifiée par de nombreux pays);

- le développement de la recherche utilisant les technologies permettant la modification ciblée du
génome, y compris sur les cellules germinales et I'embryon humain.

- "'adaptation des textes nécessaires au développement de ces recherches en France et en Europe,
concernant en particulier I'interdiction de créer des embryons?? transgéniques, étant entendu que
les embryons ainsi modifiés ne donneront pas lieu a un transfert dans I'utérus en I’état actuel des
connaissances et de la législation ;

22 Nous avons repris ici certains éléments développés dans I'avis de I'Académie de médecine formulé en date
du 12 avril 2016. Cet avis est accessible in extenso au site de I'AMF : www.academie-medecine.fr ou a 'adresse
: https://iatranshumanisme.com/2016/04/29/crispr-cas9-position-officielle-de-lacademie-nationale-de-
medecine-sur-les-modifications-du-genome-des-cellules-germinales-et-de-lembryon-humains/

23 || s'agit ici d'embryons transgéniques humains.
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- I'ouverture d’une réflexion pluridisciplinaire sur les questions posées par les techniques pouvant
modifier de maniére ciblée le génome germinal et embryonnaire, ce sujet devant étre traité dans
le cadre d’un débat plus large portant sur I’ensemble des technologies et interventions médicales
réalisées lors de de I'assistance médicale a la procréation et pouvant avoir des conséquences sur
le génome des enfants a naitre et éventuellement sur celui des générations suivantes.

2.2. - L'Académies des Sciences

L'Académies des Sciences a organisé plusieurs colloques sur le sujet des modifications ciblées du
génome. Le premier (le 22 mars 2016) consistait en une présentation des techniques disponibles
et de leurs potentiels avec des conférences de Mesdames Jennifer Doudna et Emmanuelle
Charpentier co-découvreuses de la technique CRISPR-Cas9?*. Le second (le 21 février 2017) était
consacré aux aspects éthiques de l'application des technique CRISPR-Cas9 chez I'homme, chez les
plantes et chez les animaux d’élevage avec trois conférences® : Georges Pelletier (plantes
cultivées) - Jean-Paul Renard (animaux d’élevage) et Pierre Corvol (génome humain). Il est prévu
que d'autres collogues soient organisés sur des sujets d'intérét commun a plusieurs Académies (a
suivre en ce qui concerne une participation éventuelle de I'Académie Vétérinaire).

2.3. — Les Académies d'Agriculture et des Technologies

Les Académies d'Agriculture de France et des Technologies ont émis un avis en date du 6 juillet
2016 sur la réglementation des mutagéneses ciblées en amélioration des plantes. Cet avis porte
essentiellement sur trois points?® :

2.3.1. — Les mutations ciblées obtenues par les nouvelles techniques sont d’un grand intérét pour
I’'amélioration des plantes car elles permettent d’accélérer I'obtention de variétés d’intérét et par
conséquent la réduction des codts qui lui sont associés. Elles contribuent par ailleurs a une aug-
mentation de la diversité génétique des créations variétales.

2.3.2. — Dans un paysage réglementaire encore confus au niveau européen?’, et en I'absence de
recul sur les données concretes issues du terrain les deux Académies appellent les pouvoirs publics
a laisser se développer les expérimentations en cours, y compris les expérimentations au champ
et a en utiliser les résultats pour préparer un cadre réglementaire qui inteégre a la fois la biovigi-
lance et les avancées techniques que ces nouvelles technologies permettent d’envisager.

L'Académie d'Agriculture a publié un avis sur le sujet en date du 12 mars 2020 — voir https://www.academie-

agriculture.fr/publications/publications-academie/avis/avis-reecriture-du-genome-ethique-et-confiance

24 Ces deux conférences sont librement accessibles au site : http://public.weconext.eu/academie-sciences/2016-03-
22/video_id_000/index.html

5 Ces trois conférences sont librement accessibles au site : http://www.academie-sciences.fr/fr/Colloques-
conferences-et-debats/ethiques-crispr-cas9.html

26 | 'avis de I'Académie d'Agriculture de France et des Technologies est disponible sur le site de I'Académie
d'Agriculture https://academie-agriculture.fr/publications/academie-communique/avis/13-juillet-2016-avis-sur-la-
reglementation-des-mutageneses

27 Le méme commentaire pourrait étre fait (aggravé) a propos des OGMs animaux.
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2.3.3. — Pour les deux Académies ces techniques de mutagénese ciblée peuvent (et doivent) étre
exclues des techniques réglementées par la Directive européenne 2001/18/CE relative a la dissé-
mination volontaire d’organismes génétiquement modifiés dans I’environnement, conformément
a son Annexe 1B6.

2.4. - La position de I'office parlementaire d'évaluation des choix scientifiques et
technologiques (OPECST)?®

Dans un rapport rendu public le 29 mars 2017, I'OPECST formule plusieurs recommandations a
propos des techniques nouvelles de biotechnologie afférentes a la génomique expérimentale,
aussi bien chez les plantes que chez les microorganismes ou les animaux domestiques.

Dans ce volumineux rapport, les députés et sénateurs de I'OPECST estiment que les nouvelles
technologies de modifications ciblées du génome, en particulier CRISPR-Cas9, représentent une
rupture technologique comme on en a peu rencontré dans le passé et se prononcent "pour un
effort de recherche accru" sur leur utilisation afin de faire rapidement progresser les connais-
sances.

Les rapporteurs de I'OPECST remarquent et déplorent que les recherches appliquées consacrées
aux modifications ciblées du génome se concentre désormais aux Etats-Unis et en Chine, alors
méme que plusieurs chercheurs francais ont contribué, de maniéere décisive, a la découverte et a
la mise au point de ces techniques (B. Dujon, E. Charpentier, et d'autres ...).

L'OPECST souhaite qu'une directive européenne clarifie rapidement les questions posées par les
nouvelles biotechnologies de modification du génome et s'oppose a un moratoire sur ces
techniques en considérant qu'il n'y aurait |a rien d'autre qu'un nouvel atermoiement en matiere
de conduite a tenir. Les rapporteurs de I'OPECST font remarquer (eux aussi) que les "produits"
(pour nous : les animaux) obtenus par utilisation des techniques de modification ciblée du génome
"ne peuvent en aucun cas étre considéré comme des OGM au sens de la directive européenne
2001/18" et appellent donc a une clarification réglementaire en France et en I'Europe”.

L'OPECST considere que c'est au "politique" de décider des conduites a tenir a propos des risques
(éventuels 1) associés a l'utilisation d'une nouvelle technologie et non a la Cour européenne de
justice.

Le rapport recommande enfin, le transfert a I'ANSES de toutes les missions confiées aujourd'hui
au Haut-Conseil des Biotechnologies (HCB) : une facon de résoudre "la crise d'identité a répétition"
du dit Comité.

28 |OPECST est un organe d’information composé de représentants de de I’Assemblée nationale (9 membres) et du
Sénat (9 membres également). Il a pour mission "d’informer le Parlement des conséquences des choix de caractére
scientifique et technologique afin, notamment, d’éclairer ses décisions". L'OPECST est un aréopage de parlementaires
compétents permettant au Gouvernement de disposer d’une expertise pour éclairer ses choix politiques. Le Président
de I'OPECST est M. Gérard Longuet, Sénateur de la Meuse, et le Premier Vice-Président M. Cédric Villani — député de
I'Essonne.
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4. — Les raisons susceptibles de motiver un avis de I'Académie Vété-
rinaire de France

Nous avons rassemblé quelques exemples choisis parmi les plus démonstratifs pour convaincre
I'Académie Vétérinaire de France de la nécessité qu'il y a de donner un avis sur l'impact potentiel
des stratégies de modification programmeées du génome des animaux domestiques. Rarement
dans son histoire la profession a été aussi concernée, et d'une maniéere aussi spécifique, par un
développement technologique ...

4.1. - Des troupeaux insensibles, ou moins sensibles, a certaines maladies infec-
tieuses

Le syndrome dysgénésique et respiratoire du porc (SDRP) est une entité pathologique qui se
caractérise par une morbidité élevée et une assez forte mortalité. La maladie, relativement trés
contagieuse, est a 'origine de pertes économiques importantes. Elle est due a un arterivirus dont
le récepteur cellulaire (CD163) est identifié et caractérisé. L'intégrité de ce récepteur est néces-
saire a I'ancrage puis a la pénétration du virus dans les cellules.

En utilisant la technique CRISPR-Cas9, des chercheurs américains ont produit une série de muta-
tions ponctuelles (des micro-indels) dans I’exon 7 du gene codant le récepteur CD163 aboutissant
a son inactivation pure et simple et ils ont observé que les porcelets, homozygotes pour cet allele
défectif (CD1637~), étaient devenus totalement résistants a la maladie sans pour autant exprimer
un quelconque phénotype morbide indésirable (Whitworth et al. 2014 ; 2016). Une observation
trés semblable avait déja été faite chez la souris, avec un coronavirus trés pathogene (celui de
I'hépatite — MHV) et chez I'homme, avec le virus du SIDA pour lequel certains individus ont été
démontré génétiqguement insensibles en raison de I'absence d'un co-récepteur (mutation CCR5-
A32).

Ces résultats indiguent qu'il est sérieusement envisageable de créer des troupeaux résistants a
certains types d'infections en induisant des mutations dans le génome, a des sites connus pour
leur importance dans le déroulement du processus infectieux. Il est probable que d'autres génes,
impliqués dans le cycle de reproduction d'agents pathogénes seront identifiés dans I'avenir qui
pourront, pareillement, représenter autant de cibles intéressantes dans ce contexte. Des expé-
riences un peu analogues a celle que nous avons mentionnées sont d'ailleurs actuellement en
cours dans le but de modifier la sensibilité des bovidés a la fievre aphteuse, a la tuberculose et la
sensibilité des porcs a la peste porcine africaine (African Swine Fever). Ces expériences représen-
tent une approche nouvelle dans la lutte contre les maladies infectieuses qui pourraient changer
radicalement leur pronostic. Elles requiérent toutefois que de nouvelles recherches soient
entreprises.

La possibilité d'induire par ingénierie génétique l'insensibilité aux maladies infectieuses, au moins
a certaines, est susceptible d'application nombreuses chez les animaux domestiques parce qu'elle
représente une alternative trés intéressante aux médicaments (aux antibiotiques en particulier)
ou aux vaccinations (a fortiorilorsque celles-ci ne sont pas autorisées). Des recherches sont d'ores
et déja en cours (notamment a I'NRA) pour la grippe aviaire. D'autres pourraient étre développées
en ce qui concerne certaines maladies parasitaires a trypanosomes.

"Les perspectives offertes par la ré-écriture du génome des animaux domestiques" — version 8 —JLG



Page 21

4.2. - Produire des animaux présentant des caractéristiques économiquement
avantageuses

Les veaux "culards" ou les agneaux "callipyges" présentent une hypertrophie des masses muscu-
laires qui leur confére un avantage économique incontestable puisque leurs carcasses produisent
une plus grande quantité (jusqu'a 30 %) d'une viande moins grasse et plus golteuse. Cette carac-
téristique est (souvent) déterminée par une mutation qui inactive le gene qui produit la myosta-
tine, un facteur de croissance actif dans les cellules musculaires (muscles striés en particulier). Les
bovins de la race Blanc-Bleu Belge et les porcs de la race Piétrain sont autant d'exemples chez
lesquels le gene de la myostatine est naturellement inactivé, du fait de mutations apparues spon-
tanément.

Un groupe de chercheurs uruguayens en collaboration avec un groupe de I'INSERM, a Nantes, a
utilisé les possibilités offertes par la technique CRISPR-Cas9 pour produire de novo une mutation
ciblée invalidant le gene de la myostatine chez des moutons de la race mérinos produisant une
laine de haute qualité (fibres denses et trés fines). Ceci leur a permis de rassembler, en une seule
étape, autrement dit apres une seule génération de croisement et dans les animaux d'un méme
troupeau, deux caractéristiques phénotypiques a haute valeur ajoutée (= des masses musculaires
augmentée de 30% et une laine trés fine). L'addition de ces deux caractéristiques zootechniques
aurait, certes, pu se faire "naturellement”" mais elle aurait nécessité un trés grand nombre de
croisements car le déterminisme génétique qui gouverne la qualité "mérinos" de la laine implique
un assez grand nombre de génes (voir Crispo et al. 2015 — cité plus haut).

Dans le méme ordre d'idée la technique CRISPR-Cas9 permet d'induire des modifications (qualita-
tives ou quantitatives) dans la composition du lait de vache, de brebis ou de chévre conduisant a
I'élimination ou a la modification de protéine allergisantes ou non tolérées. La méme technique,
récemment adaptée aux oiseaux, a permis la production d'ceufs de poule avec un albumen
hypoallergéniques (Oishi et al. 2016 ; Song et al. 2015).

4.3. - Des bovidés génétiquement écornés — des poussins sexés au mirage

Des expériences récentes ont montré que la pratique de I'écornage, qui se répand dans les
élevages de bovins en stabulation, pourrait a I'avenir étre avantageusement remplacée par la
création de bovins porteurs de mutations induites dans le géne Polled (sans corne) - (Carlson et
al. 2016). Dans ce cas précis, la mutation pourrait étre disséminée dans un troupeau a partir de
quelques géniteurs fondateurs. Si cela se révélait souhaitable elle pourrait méme étre "guérie" (et
par conséquent éliminée) en utilisant la technique CRISPR-Cas9-HDR. L'absence de cornes
"génétiquement programmeée", si elle était adoptée, éviterait aux jeunes bovidés d'avoir a subir
une intervention chirurgicale risquée et relativement douloureuse. Elle présente donc un aspect
éthique en plus de ses aspects pratiques.

Dans le méme ordre d'idée, une technique récemment mise au point permet de marquer le
chromosome Z des oiseaux avec un fluorochrome ouvrant ainsi la possibilité d'identifier par
mirage (effectué précocement) les ceufs qui donneront naissance a un poussin male (ZZ) et ceux
qui donneront naissance a un poussin femelle (ZW). La technique permettrait donc de trier les
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ceufs fécondés et de recycler avant éclosion les ceufs ZW vers une autre utilisation (cultures de
virus in ovo par exemple...).

4.4. - La correction de maladies génétiques ou la production de mutations chez
les carnivores domestiques

Les chiens et chats "de race" sont parfois porteurs d'anomalies génétiques qui ségrégent a bas
bruit dans les élevages. Les exemples sont nombreux et la dystrophie musculaire liée a I'X en est
un bon exemple. Certaines parmi ces maladies sont difficiles a éliminer par la seule mise en
application d'un protocole d'élevage sélectif, avec élimination des malades, car elles ne sont
souvent reconnues qu'a un age avanceé et sont par conséquent récurrentes. La technique CRISPR-
Cas9 pourrait permettre de contréler la présence du (ou des) gene(s) défectif(s) voire, dans
certains cas, d'aboutir a une correction définitive de I'anomalie !

La modification ciblée de certains genes in ovo pourrait aussi servir a la création d'individus ayant

un phénotype particulier (couleur de la robe, texture du poil, etc). Des couleurs de poil "inédites"
seraient possible en modifiant certaines protéines impliquées dans la coloration?®.
Enfin, chez les carnivores domestiques, des espéces ou la durée de vie est longue, il serait sans

doute intéressant d'essayer ici aussi de modifier la sensibilité aux maladies infectieuses.

5. — La possibilité de pratiquer des modifications ciblées des géenes
chez les animaux de rente doit s'accompagner d'une profonde
révision de la législation

La prise en compte des considérations techniques et scientifiques développées et argumentées
ci-dessus montre a I'évidence qu'il n'existe aucune raison objective d'appliquer aux animaux
domestiques dont le génome a été modifié par utilisation d'une technique faisant appel a une
nucléase programmable, et notamment la technique CRISPR-Cas9, la législation tres restrictive
censée s'appliquer aux animaux transgéniques. Les animaux a génome modifié par action d'une
nucléase programmeée ne sont pas, par nature, comparables aux animaux transgéniques.

Plusieurs laboratoires de recherche francais conduisent depuis de nombreuses années des
expériences dans le domaine de I'invalidation ciblée de genes — le plus souvent chez des animaux
de laboratoire (souris, rat ou lapin), plus rarement dans des espéces d'intérét zootechnique
(bovins, ovins, porcins). Cela indique que la compétence en matiere d'ingénierie du génome est
bien établie en France®. Il serait donc trés démotivant que les retombées économiques de ces
techniques de pointe ne puissent pas étre "récoltées" si les animaux de rente génétiquement
modifiés devaient rester hors commerce en raison d'une législation inadaptée.

La dissémination, et par voie de conséquence la consommation de la viande provenant d'animaux
de rente génétiquement modifiés par I'action de nucléases n'est pas officiellement autorisée alors
que rien ne le justifie scientifiquement. (Nous aurions besoin des textes européens ou ceci est publié —
Directive EU 2001/18/CE ?)

2% Comme envisagé actuellement pour modifier les couleurs de certains poissons d'aquarium.

30 Rappelons que I'une des co-découvreuses de la technique (Emmanuelle Charpentier) est francaise.
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La révision de la législation concernant les animaux domestiques dont le génome a été modifié
par utilisation d'une technique faisant appel aux nucléases est devenue urgente. Elle devra se faire
au terme d'une réflexion impliquant des agronomes et des vétérinaires et devra concerner tous
les aspects afférents a cette stratégie.

Beaucoup d'expériences sur ce sujet se font a I'étranger créant une situation de concurrence dans
laquelle la France apparait, dans I'état actuel des choses, comme sérieusement handicapée. Ce
point a été fortement et explicitement souligné par l'office parlementaire d'évaluation des choix
scientifiques et technologiques il est urgent de réagir et a qui s'adresser pour cela sinon aux
Académies ?

6. — Quelques commentaires (en vrac) relatifs a la possibilité de pratiquer I'inva-
lidation ciblée de génes chez les animaux de rente et a la nécessité d'une révision
de la législation.

Il est fréquemment avancé que des mutations survenant hors du site ciblé par I'ARN guide et par
conséquent dans une région inconnue du génome (mutations off-target) pourraient étre source
d'incertitude potentielle a propos de la qualité des viandes provenant d'individus génétiquement
modifiés3!. Nous considérons que cet argument est trés faible si I'on considére la fréquence a
laquelle de telles mutations sont supposées survenir. De plus, dans la quasi-totalité des cas des
mutations non désirées survenant hors-cible conduiraient a la venue au monde d'individu non
viables ou mort-nés. Signalons encore que les nucléases et les ARN guides actuellement utilisés
sont d'une excellente qualité et sans doute tres fiables. Des progrés sont encore attendus qui
conduiront sans doute a une réduction considérable de coupures off-target.

En admettant qu'il devienne possible de produire des animaux de rente génétiquement modifiés
par action ciblée de nucléases, il faut noter que cela n'engendrerait aucun risque de dissémination
incontrélée de la mutation car tous les animaux élevés sur le territoire francais sont identifiés
individuellement (ou pourraient I'étre s'il le fallait) et cela depuis leur naissance jusqu'a leur mort.
Le risque de dissémination est donc nul (contrairement a ce qui pourrait se passer dans le monde
des plantes cultivées).

De la méme maniére, une modification génomique qui se révélerait avoir des conséquences indé-
sirables (a court ou a long terme) pourrait, s'il le fallait, étre éliminée en totalité d'un troupeau et
cela a tout instant, exactement comme on peut le faire aujourd'hui pour une tare reconnue au

niveau génomique.

La création d'un marquage moléculaire spécifique, par une combinaison de modification ciblées
au niveau de I'ADN pourrait méme avoir un avantage au niveau de la tragabilité.

31 'hypothése qu'une protéine anormale, éventuellement toxique ou allergisante, pourrait étre produite dans le cas
d'une modification induite off-target est fréquemment proposée. L'analyse de cas montre que cette hypothese, si
elle est bien s(r envisageable, resterait néanmoins rarissime. En tous cas elle ne pose pas un probleme au quotidien
pour les mutations spontanées qui se produisent pourtant constamment et sont strictement de méme nature que les
mutations ciblées qui pourraient étre induites in ovo, au laboratoire.
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Sil'on prend en compte les différences que nous venons de souligner, il est clair que la législation
actuellement en vigueur concernant les animaux génétiquement produits par transgénese n'est
pas applicable, sous sa forme actuelle, aux organismes animaux génétiqguement modifiés par
I'action des nucléases, notamment en ce qui concerne leur dissémination (donc leur commercia-
lisation et la consommation éventuelle de leurs produits (lait, laine, viande, ceufs, peaux .....etc.).
C'est essentiellement pour cette raison que I'Académie d'Agriculture de France et I'Académie
vétérinaire de France appellent a une révision extensive de la nomenclature et de la législation
concernant ces animaux
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HDR ... création de knock-in — remplacement G par T - albinisme

B WidType CCCTTCAAAGGGGTGGATGACHETGAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTTA =3
CCCTTCAAAGGGGTGGATGACTITGAGTCCTGECCCTCTGTGTTTTA

Albino#l - 8 CTTCAAAGGGGTGGATGAC TCCTGGOCCTCTRTGTTTTA

: COCTTCARMG ATGACTITGAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTTA
AbINO#  CC CTTCAAAGGGETGGATGAC | - “icrcrerermma
Abino#s CCCTTCAAAGGGGTGGATGACHTITGAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTTA

CCCTTCAAAGGGGTGGATGACCTG GTCCTGGCCCTCTGTGTTTTA

o CCCTTCAAAGGGGTGGATGACHT[TGAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTTA
CCCTTCAAAGGGGTGGATGACCT GTGTTTTA
CCCTTCAAAGGGGTGGATGACTITGAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTTA

Albino #14 CCCTTCAAAGGGGTGGATGACCETGAG —~ CTGGCCCTCTGTGTTITA

cce TTTTA

g CCCTTCAAAGGGGTGGATGACT[TGAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTTA
CCCTTCAAAGGGGTGGATGACTF - - CCTGGCCCTCTGTGTTTTA

Albino #19 CCCTTCAAAGGGGTGGATGACHTT GAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTTA

Albino #1

Albino #1

Séquence normale

Séquence hétérozygote
Allele mutant/délétion

0 CCCTTCAAAGGGGTGGATGACHTTGAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTT
CCCTTCAAAGGGGTGGATGACCETGA- TCCTGGCCCTCTGTGTTTTA

2 CCCTTCAAAGGGGTGGATGACHT[TGAGTCCTGGCCCTCTETGTTTTA
CCCTTCAAAGGGGTGGATGACTHTGAG CCCTCTGTGTTTTA

CCTTCAAAGGGGTGGATGACTTGAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTTA
Albino #25 CCCTTCAAMAGGGGTGGATGACHTITGA TCCTGGCCCTCTGTGTTTTA =
cce TGAC TGGCCCTCTGTGTTTT

Albino #2(

Albino #2:

6 COCTTCAAAGGGGTGGATGACHT[TGAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTTA

Albino#26 ¢ CTTCARAGGGGTGGATGACTL] TGGCCCTCTGTGTTITA

Allele mutant/SNP

Séquence homozygote
Alléle mutant/mutant

224 ceufs traités — 60 nouveau-nés — 11 souris mutantes G291T — 1 homozygote

D'aprés Mizuno S. Mamm. Genome (2014) 25:327-334
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Production de mutations ciblées ....

Zinc finger nucleases (ZFNs) TALE nucleases (TALENSs) CRISPR/Cas9

Zinc finger binding motifs Transcrpton Activator ke Efector  EOKI nuclease

Tt T

LTI
5/ ~TAGCCATCAGGT

ACCTGAGGGAC TACGTA-3’
3" ~ATCGGTAGTCCAARATACACTACCTTGTECACTCCCTCTCATATGCAT =S

Foki nuclease
Zinc finger binding motifs Fokl nuclease Transcription Activator-Like Effector

— | | —

‘non-homologous end joining (NHEJ) ‘homology directed repair (HDR)

_| [ EELEELE| |_ > > —>—| |—
— | —

Knockout (KO) Knock-in (KI)
CRISPR/Cas9 - la pratique .... CRISPR/Cas9 — la pratique ...
NHEJ ... création de mutations ponctuelles HDR ... création de knock-in

o )

o
= )
N
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