Articles rédigés par France Brunelle, conseillére scientifique expert en biotechnologie, de la Direction de ['appui a la recherche et
a Uinnovation, au Sous-ministériat aux politiques alimentaires, au ministere de UAgriculture, des Pécheries et de l'Alimentation.

Loutil CRISPR-Cas9 ouvre la voie 3

la modification génétique de populations sauvages

Une nouvelle génération d'outils pour

la réparation du génome, s'appuyant sur
le systéme CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats

ou courtes répétitions palindromiques
groupées et régulierement espacées),

est maintenant a la disposition de la
communauté scientifique. Cette méthode
s'est développée de facon remarquable au
cours des dernieres années, en partie en
raison de sa simplicité d’'utilisation et de
son efficacité. Dans la nature, CRISPR est,
entre autres choses, a la base du systéeme
immunitaire adaptatif des bactéries.

En effet, les répétitions CRISPR sont
composées d’'une courte séquence de
nucléotides, suivies, approximativement,
par la méme séquence inversée (séquence
palindromique) et d’'une séquence

« spacer » composée d'environ 30 paires
de base. Ce « spacer » est de UADN viral
qui a été inséré dans le génome de U'hote,
a la suite d’une précédente infection par
un virus. Une fois la séquence CRISPR
transcrite en ARN (crRNAJ, la séquence
du « spacer » reconnait sa séquence
complémentaire dans le génome du virus.
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Des protéines Cas (CRISPR-associated)
vont ensuite se lier a la séquence
palindromique du crRNA et provoquer

la cassure de LADN du virus et neutraliser
ainsi linvasion. Les fragments d’ADN
viral produits sont alors incorporés

dans le génome de l'hote, comme de
nouveaux « spacers » et seront transmis
au moment de la division microbienne.

En conséquence, les descendants de
chaque individu porteront la trace de cette
infection virale. Depuis peu, les biologistes
ont tiré profit de ce processus qui peut
permettre une modification particuliere
d’un gene défectueux.

En avril 2015, des scientifiques chinois ont
réalisé une premiere mondiale : ils ont
modifié le génome d’embryons humains
non viables grace a la technique CRISPR-
Cas9. La communauté scientifique a alors
réagi vivement et sonné l'alerte quant au
danger potentiel de toute modification

de UADN de la lignée germinale, qui se
compose de cellules qui sont a Uorigine
des gametes et dont les mutations
peuvent se transmettre a la descendance.
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Le 26 mai 2015, la Maison-Blanche,

par le truchement d'une note officielle,

a fait connaitre sa position concernant

la modification du génome des lignées
germinales. Ainsi, le Dr John Holdren,
conseiller du président pour la science
et la technologie, a déclaré que la
modification des gametes humains a des
fins cliniques constituait, pour le moment,
une ligne a ne pas franchir et que les
choix faits dans un seul pays peuvent
avoir une incidence sur tous les autres.
LAdministration américaine a tout de
méme reconnu que les percées du siecle
dernier quant aux technologies utilisées
dans le domaine de la santé ont permis
de réduire considérablement la mortalité
infantile, d'augmenter l'espérance

de vie et de soulager de nombreuses
souffrances. Cependant, les nouvelles
techniques comportent aussi des risques
et des enjeux éthiques qui nécessitent une
réflexion approfondie.

CRISPR-CAS9 ET « GENEDRIVE»:

UNE STRATEGIE DE MODIFICATION GENETIQUE
« TRANSMISSIBLE » POUR LUTTER CONTRE

LE PALUDISME

Des chercheurs californiens viennent
de produire des moustiques modifiés
génétiquement au moyen de CRISPR-
Cas9 qui résistent au parasite a l'origine
du paludisme et qui sont en mesure,
contrairement aux regles de U'héritabilité
traditionnelle, de transmettre cette
modification a pres de 98 % de leur
descendance grace a un mécanisme

de copier-coller génétique (gene drive).
Si ces moustiques modifiés étaient
relachés dans la nature, le géne de
résistance pourrait se communiquer a

la population de moustiques sauvages

en une dizaine de générations (soit

une saison chez ces espéces) et avoir

une incidence majeure sur ce vecteur

de contamination. Cela pourrait ainsi
conduire a limmunisation, au fil des
générations, de cette espece de moustique
contre le parasite.

EST-CE QUE CRISPR-CAS9 EST
TRANSPOSABLE A L'AGRICULTURE?

Les travaux des chercheurs californiens
constituent une percée scientifique et

la démonstration de la faisabilité de
cette technique dans la lutte contre

le paludisme. Ceci ouvre des perspectives
sur le plan de la santé publique et

dans le domaine agronomique. Selon
les chercheurs, l'outil viendrait

soutenir Uagriculture en inversant

les résistances des insectes ou des
mauvaises herbes aux pesticides et aux
herbicides et en contrdlant les espéces
envahissantes nuisibles grace a l'édition
de bases génétiques aptes a dénouer
ces problémes.

Des discussions ont lieu a U'échelle inter-
nationale pour déterminer si les plantes
modifiées a l'aide de la technique CRISPR-
Cas9 doivent étre considérées comme
des OGM ou non. Au mois de novembre
2015, le Conseil suédois de l'agriculture
a indiqué que, selon son interprétation,
les plantes dont le génome a été modifié
au moyen de technique CRISPR-Cas?

ne tombent pas sous la définition des
OGM adoptée en Europe. Il reste a savoir
si les autres pays emboiteront le pas
relativement a cette définition.

Publié dans la cellule de veille OGM n° 39 de décembre 2015 et envoyé le 22 décembre aux abonnés.
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Outre la possibilité de modifier le génome de n'importe quelle espece, plus facilement et a moindre codt
qu’avec les techniques précédentes, le systeme CRISPR/Cas%? a permis le développement d'approches
inédites en ingénierie génétique dont les retombées sont loin de se limiter a la sphére universitaire.

CRISPR ET L'INGENIERIE GENETIOUE
PORCINE : DES ENJEUX BIOMEDICAUX
ET AGROALIMENTAIRES

Des chercheurs de l'université Harvard?
ont utilisé CRISPR/Cas? pour inactiver

les 62 copies d'un géne nécessaire a

la transmission de rétrovirus dans des
cellules hépatiques porcines en culture.
Cette modification permet de réduire
drastiquement la transmission du virus a
des cellules humaines in vitro. La présence
chez le porc de ces rétrovirus endogenes
potentiellement transmissibles a 'homme
est l'un des obstacles au développement
de techniques visant a utiliser des organes
de porcs pour des greffes chez U'humain.
La preuve de concept in vitro de la modifi-
cation de toutes les copies d'un gene
constitue donc un progrés remarquable,
méme si Uefficacité de cette technique
dans lorganisme reste a démontrer.

Le virus du syndrome reproducteur

et respiratoire porcin (SRRP) a été
détecté aux Etats-Unis pour la premiére
fois en 1987. Il constitue une des plus
importantes maladies sur le plan

économique pour lindustrie du porc en
Amérique du Nord. Les vaccins produits
jusqu’ici ne permettent pas de bien
controler la maladie. Une équipe de
chercheurs de l'Université du Missouri
et du Kansas State University* a travaillé
sur la conception d’une espéce de porcs
dont la génétique est modifiée a l'aide

de la technologie CRISPR/Cas9. Dans

les derniéres années, les recherches ont
suggéré que chez le porc, le récepteur
CD163 permettrait U'entrée du virus
SRRP. L'équipe avait donc formulé
Uhypothése qu'un porc génétiquement
modifié pour ne pas avoir de récepteur
CD163 serait immunisé contre le SRRP.
Ainsi, les chercheurs ont concu des
porcs avec différentes mutations de
UADN correspondant au récepteur CD163
(allant de courtes mutations au retrait
global du gene). Aprés avoir injecté le
virus SRRP par voie musculaire et nasale
aux porcs, U'équipe a montré que les
porcs sans récepteur CD163 n'avaient
aucun symptome de la maladie, et on ne
notait aucun autre changement dans leur
développement.
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CRISPRET L'INACTIVATION DE COPIES
MULTIPLES DE GENES CHEZ DES PLANTES
CULTIVEES

En agronomie, le systéme CRISPR/

Cas?9 est utilisé depuis quelques années
déja dans plusieurs pays, pour modifier
génétiquement Arabidopsis thaliana®, un
modéle majeur en biologie végétale, ainsi
que des variétés de riz, de tabac, de blé,
de sorgho, de ma’'s, de tomate, d'orange,
etc. La modification simultanée de
plusieurs copies de génes avec CRISPR/
Cas?9 est particulierement intéressante,
car de nombreuses espéces cultivées
ont connu des épisodes de duplication
du génome et possédent plusieurs
copies de chaque géne. Une équipe

de chercheurs de l'académie chinoise
des sciences® a réussi, a l'aide de l'outil
CRISPR/Cas9, a inactiver simultanément
les différentes copies d'un géne de
susceptibilité au mildiou présent trois
fois dans le génome d’une variété de blé,
ce qui fait six modifications au total (un
alléle paternel et un alléle maternel pour
chaque géne).

Cette stratégie d’inactivation des genes
de susceptibilité a certaines pathologies
permettrait de limiter Uutilisation de
fongicides et de pesticides. Si une telle
approche n’est pas nouvelle, la facilité
relative et la rapidité avec laquelle
Uoutil CRISPR/Cas9 permet sa mise

en place encouragent fortement son
développement.

EDITION DU GENOME ET OBTENTION
DE PLANTES « EDITEES » IDENTIQUES
A DES PLANTES NATURELLES

L'édition de genes offre la possibilité

de modifier des traits essentiels pour
stimuler les rendements et la qualité
nutritionnelle des cultures vivriéres, et
pour rendre les plantes plus résistantes
aux parasites ou aux conditions
climatiques extrémes.

Des chercheurs chinois et britanniques
ont publié en 2015 des résultats
démontrant qu'il est possible, pour des
espéces de riz’ et d'orge?, de modifier des
génes grace a CRISPR/Cas9, d’introduire
cet outil au moyen d’un transgéne qui

ne s'intégre pas au génome et de le

voir disparaitre dans les générations
suivantes. Les plantes « éditées » ainsi
produites transmettent la modification
génétique a leur descendance et ne
présentent aucune trace génétique de
cette intervention. Elles ne différent pas
des plantes présentant une variation
naturelle dans l'un de leurs génes et
soulevent donc des questions majeures en
ce qui a trait a l'applicabilité de certaines
réglementations.

Les agences réglementaires doivent se
pencher sur la question de savoir si les
plantes « éditées », c'est-a-dire celles
qui ont été modifiées avec CRISPR/
Cas9, doivent étre soumises aux mémes
réglementations que les organismes
génétiguement modifiés.

Publié dans la cellule de veille OGM n° 40 de février 2016 et envoyé le 4 mars 2016 aux abonnés. Le texte du bulletin
de veille est disponible sur le domaine spécialisé « Biotechnologie moderne et OGM » d’Agri-Réseau a l'adresse
suivante : https://www.agrireseau.net/biotechnologie-moderne-et-ogm/
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CELLULE
DEVEILLE e

OGM

Les derniers numéros de cette cellule de
veille' présentaient des développements
des méthodes d’édition du génome

avec l'outil CRISPR/Cas9®. Ce systeme
continue d'évoluer de facon constante.
Comme le mentionne 'Etat des lieux

sur la situation du genome editing en
Allemagne?, ces techniques de modification
du génome sont aujourd’hui utilisées

par les scientifiques du monde entier.
Elles ont déja été appliquées avec

succes en biotechnologie industrielle

ou pour la culture sélective des plantes.
Ces techniques de génie génétique
peuvent également s’appliquer a l'animal
et a lhomme, et ouvrent des perspectives
intéressantes pour le traitement de
maladies génétiques. Certains groupes
de recherche testent déja les applications
cliniques possibles. Toutefois, le transfert
a la pratique clinique n’est pas encore
envisagé. Pendant ce temps, une discus-
sion sur les risques de l'utilisation de

ces techniques et sur les aspects éthiques
est commencée.

— Modification génétiques : le systéme CRISPR... la suite

LES PLANTES PRODUITES A L’ AIDE
DE CRISPR/CAS9 SONT-ELLES DES 0GM?

Actuellement, a U'échelle internationale,

il n'est pas clairement établi si les plantes
produites par les nouvelles techniques

de génie génétique, dont CRISPR/Cas9,
doivent étre définies comme des OGM

au sens des différentes réglementations
en la matiére puisqu’elles ne sont pas
différenciables des plantes cultivées de
maniére conventionnelle®.

En octobre 2007, la Commission
européenne avait mis en place un groupe
de travail sur la question des nouvelles
technologies d'édition du génome*.

Elle avait également organisé un atelier,
en septembre 20115, au cours duquel on
comparait les systéemes réglementaires
de lArgentine, de l'Australie, du Canada,
de U'Union européenne, du Japon et de
UAfrique du Sud. Les techniques d’édition
du génome alors considérées étaient,
par exemple, la mutageneése dirigée

par oligonucléotides, la cisgéneése, les
nucléases a doigt de zinc et la technique
TALEN (Transcription Activator-like Effector
Nuclease), puisque CRISPR/Cas9 n’était
pas encore d’'actualité. L European Food
Safety Autority (EFSA) avait considéré que
la cisgénése et la technique de nucléase
a doigt de zinc se trouvaient sous les
mémes réglementations que les OGM?®7.
Du coté de U'Union européenne, on
considere souvent que quelque chose est
génétiqguement modifié si la modification
ne se produit pas par multiplication ou par
recombinaison naturelles®.
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Jusqu’a maintenant, le Département

de Uagriculture américain avait conclu
que, si on ne pouvait distinguer une
modification d’'une mutation d’origine
naturelle, il n"était pas nécessaire que

la plante fasse l'objet d'une réglemen-
tation spécifique. Ainsi, plusieurs plantes
réalisées avec des techniques d'édition
du génome ont été approuvées, dont

le canola Cibus SU™, qui présente une
tolérance accrue aux herbicides a base
de sulfonylurés et mis au point par
mutagénese dirigée par oligonucléotides.
En Europe, le canola Cibus SU™ fait l'objet
d’un flou réglementaire’. Ala fin de 2013,
Santé Canada l'a pour sa part approuvé'.

Devrait-il en étre autrement pour les
plantes concues avec le systéeme CRISPR/
Cas9? Le Conseil suédois de l'agriculture
a, en novembre 2015, indiqué que, selon
son interprétation, les plantes dont le
génome a été modifié par lutilisation de
la technologie CRISPR/Cas9 ne tombent
pas sous la définition européenne

des OGM. Méme son de cloche pour
lAcadémie nationale des sciences
Leopoldina, pour lAcadémie allemande
des technologies Acatech et pour 'Union
des académies scientifiques allemandes,
qui suggérent que l'évaluation des risques
soit basée sur les caractéristiques spéci-
fiqgues des nouvelles plantes, et non

sur leur méthode de production. Aux
Etats—Unis, en avril 2016, un premier
champignon modifié par CRISPR/Cas? a
été déréglementé afin qu'il soit autorisé

a la commercialisation'. Ce champignon
blanc commun (Agaricus bisporus)
résistant au brunissement est donc la
premiére plante modifiée génétiquement
par ce systeme a étre autorisée. Le fait
que ce champignon modifié génétique-
ment ne contient aucun ADN étranger est
a la base de cette décision.

CRISPR/Cas9 évolue...

Pendant que les agences réglementaires
évaluent si les plantes produites avec la
technologie CRISPR/Cas9 sont des OGM,
la Fondation Gairdner annoncait, a la fin
mars 2016, les lauréats des Prix Canada
Gairdner 20162 Ces prix reconnaissent
des découvertes importantes en sciences
biomédicales. Parmi les lauréats

se retrouvent ceux qui ont établi et
caractérisé le systeme de défense
immunitaire bactérien CRISPR/Cas,

le D" Rodolphe Barrangou, de U'Université
d’Etat de la Caroline du Nord, et le

Dr Philippe Horvath, scientifique principal
chez Dupont, de méme que ceux qui ont
mis au point le systeme CRISPR/Cas
comme outil d"édition génomique pour
les cellules eucaryotes, la D Emmanuelle
Charpentier, de Ulnstitut Max Planck de
biologie des infections, la D™ Jennifer
Doudna, de l'Université de Berkeley,

et le D" Feng Zhang, de Ulnstitut des
technologies du Massachusetts (MIT).

Sylvain Moineau, professeur au
Département de biochimie, microbiologie
et bio-informatique de la Faculté des
sciences et génie de U'Université Laval,

a contribué a mettre en lumiere le
fonctionnement de ce moyen de défense
bactérien. Il travaillait alors avec des
collaborateurs francais et américains
sur la bactérie Streptococcus thermophilus
qui est utilisée pour la fermentation

du yogourt et du fromage.
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Par ailleurs, la compagnie DuPont Pioneer
annoncait, dans une lettre publique
diffusée le 18 avril 2016, que des
hybrides de mais cireux seront les
premiers produits agricoles mis au point
par Uapplication de CRISPR/Cas a étre
commercialisés par la compagnie. Cette
nouvelle génération d'hybrides élites de
mais cireux devrait étre disponible pour
les producteurs américains d’ici cing
ans, au terme des essais sur le terrain et
des examens réglementaires.

Egalement en avril 2016, des chercheurs
du Centre Helmholtz et de Ulnstitut Max
Planck, de U'Université d’'Umea, en Suéde,
ont découvert un mécanisme de défense
immunitaire de certaines bactéries

encore plus simple que CRISPR/Cas? : le
CRISPR/Cpf1'. Leurs travaux font l'objet
d’une publication dans la revue Nature®.
Le systeme CRISPR/Cas9 permet aux
bactéries de se défendre contre les virus :
lenzyme Cas9 découpe UADN viral a une
position déterminée par deux molécules
d’ARN, nommées « CRISPR RNA » (crRNA]
et « tracrRNA ». Certaines bactéries
utilisent une autre enzyme, appelée Cpf1,
afin de sectionner 'ADN étranger. Cpf1
possede une caractéristique unique jusqu’a
présent dans la famille d’enzymes Cas :
elle coupe aussi bien lTARN que VADN. De
plus, le systeme CRISPR/Cpf1 est plus
simple que le systeme CRISPR/Cas9 : il ne
nécessite aucune molécule supplémentaire
pour transformer le pre-crRNA en crRNA.
En outre, lenzyme Cpf1 n'est guidée
jusqu’a sa cible que par le crRNA, sans
aide d'une molécule de tracrRNA.
CRISPR/Cpf1 serait ainsi le systéme le plus

minimaliste de cette famille décrit jusqu’a
présent. Cependant, il n'est pas encore
établi si CRISPR/Cpf1 présente un réel
avantage par rapport a CRISPR/Cas9 en
tant qu’outil pour la modification génétique.
A cet effet, les chercheurs continuent a
étudier les autres systemes de défense
immunitaire des bactéries.

En paralléle, en avril 2016, des chercheurs
de U'Université Harvard publiaient dans
Nature un article sur une technique a base
du systeme CRISPR qui corrige effica-
cement les mutations ponctuelles sans
cliver LADN et en éditant des « lettres »
simples du code de UADN". Pour leur
part, en mai 2016, des chercheurs de
UUniversité de Californie publiaient dans
Science'®les résultats de leurs travaux
sur une technique basée sur CRISPR/
Cas9 pour orienter la recombinaison

des chromosomes, permettant une
cartographie génétique a haute résolution
des caractéres phénotypiques de la levure
Saccharomyces cerevisisae.

Le 8 juin 2016, la National Academy Press
américaine publiait un rapport sur les
technologies d’édition du génome intitulé
Gene Drives on the Horizon : Advancing
Science, Navigating Uncertainty, and
Aligning Research with Public Values™.
Selon ce rapport, les organismes modifiés
par ces technologies ne sont pas préts

a étre libérés dans Uenvironnement et
nécessitent d'autres essais en laboratoire
et aux champs en conditions confinées.
Une analyse plus compléte de ce rapport
sera publiée dans le prochain bulletin de
la cellule de veille OGM.
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L’EDITION DE GENOME CHEZ LES ANIMAUX

En utilisant la technique TALEN
(Transcription Activator-Like Effector
Nuclease), les chercheurs de
Recombinetics, une société de
biotechnologie basée au Minnesota qui
met au point des technologies génétiques
pour lagriculture et la biomédecine, ont
inséré un allele du géne POLLED dans

le génome de fibroblastes d’embryons de
bovins. Ils ont ensuite utilisé le transfert
nucléaire de cellules somatiques pour
cloner les lignées de cellules GM et
implanter les embryons dans la vache/
meére porteuse. Cing veaux sont nés,
dont deux sont encore en vie, Spotigy

et Buri, qui sont maintenant agé de

10 mois. Aucun des veaux n’avait de
bourgeons de corne, ce qui suggere que
la manipulation génétique a fonctionné,
selon une lettre publiée le 6 mai 2016 dans
Nature Biotechnology®. En introduisant
cet alléle qui élimine le « trait cornu »,

A G

les chercheurs permettraient d’éviter
Uécornage des vaches laitieres, une
opération réalisée pour la sécurité des
animaux et pour celle de leurs maitres.
Le « sans corne » (connu sous le nom
polled] est un trait commun chez les bovins
de boucherie, mais rare chez les bovins
laitiers. La sélection classique pourrait
théoriquement concevoir des bovins
laitiers sans cornes, mais il faudrait

des décennies, avec des caractéristiques
de la production laitiere potentiellement
compromises dans le processus. Selon
les chercheurs, pour une question de
bien-étre animal, ces veaux représentent
une nouvelle voie a suivre, faisant appel
aux technologies d'édition de génes,
comme le TALEN, dans la suite sans
cesse croissante des outils CRISPR/Cas
pour l'élevage de bovins laitiers sans
cornes. Cette avenue est d’autant plus
prometteuse que les chercheurs n'ont
noté aucun effet secondaire pour U'animal.

Publié dans la cellule de veille OGM n° 42 de juin 2016 et envoyé le 28 juin 2016 aux abonnés. Le texte du bulletin
de veille est disponible sur le domaine spécialisé « Biotechnologie moderne et OGM » d’Agri-Réseau a l'adresse
suivante : https://www.agrireseau.net/biotechnologie-moderne-et-ogm/

Pour de plus amples renseignements sur le contenu de ce bulletin ou pour transmettre
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