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Edition génomique au moyen du
systéeme CRISPR/Cas9

Avec CRISPR/Cas9, la recherche dispose depuis
2012 d’'un nouvel outil qui devrait révolutionner le
génie génetique, étant donné qu'il permet de mo-
difier plus rapidement, plus simplement, avec plus
de précision et a moindres colts le patrimoine
génetique d'étres vivants que ne le faisaient les
methodes appliquées jusqu'ici. Ce nouvel outil
fait exploser les applications du génie genétique
dans la sélection vegétale et animale, et il marque
le retour en force de la xénotransplantation et
de la thérapie génique. Il rend possibles les trai-
tements par intervention sur la lignée germinale
chez I'étre humain ainsi que la manipulation du
génome de populations d'animaux et de plantes
sauvages. Les acteurs de la recherche et de I'in-
dustrie affirment pouvoir réaliser au moyen du
CRISPR/Cas9 les promesses non tenues par les
méthodes classiques du genie genétique, mais ils
tententaussi de déplacer les garde-fous éthiques,
d’assouplir la définition du génie génétique et de
modeler le cadre légal du nouvel outil dans leurs
intéréts. CRISPR/Cas9 pose ainsi a la société de
nouveaux défis : les risques ne sont pas connus, le
cadre légal est flou ou demande des adaptations,
il faut trouver des garde-fous éthiques et débattre
de la portée de la notion de génie genétique.

Bases
Qu’est-ce que le CRISPR/Cas9?

CRISPR/Cas9 est un outil de biologie moléculaire
développé en 2012. Il estissu al'origine de bacte-
ries et se compose de deux réactifs : une protéine
appelée Cas9 et un acide ribonucleique-guide,
I'ARNg. Lorsqu'on introduit la Cas9 et 'ARNg
dans des cellules, ils y forment une proteine ribo-
nucléique qui s'amarre au génome de la cellule
(fig. 1). Les chercheurs peuvent programmer
I'’ARN-guide de maniere a cibler I'endroit ou la
ribonucléoprotéine se lie a I'ADN. lls peuvent
déterminer la sequence des elements d'un seg-
ment de 'ARNg de maniere a ce gu’elle soit iden-
tique al'endroit de 'ADN ou la protéine Cas9 doit
s'amarrer.

Ce qui se passe apres que la ribonucléoprotéine
se soitamarrée a I'’ADN dépend de la fonction de
la protéine Cas9. Sous sa forme d'origine, celle-
ci agit comme une paire de ciseaux genétiques.
Autrement dit, elle coupe le brin d’ADN au point
d’amarrage. Les chercheurs utilisent cette fonc-
tion pour éditer le génome (voir plus loin), mais
elle peut étre transformée de maniére a per-
mettre aussi de modifier 'épigénome de maniere
spécifique’, de couper I’ARN ou de controler I'ac-
tivité de certains genes.

Qu’est-ce 'édition génomique avec
CRISPR/Cas9?

L'édition génomique utilisant le systeme CRIS-
PR/Cas9 est une technologie génétique per-
mettant de désactiver, de modifier, d’éliminer ou
d’ajouter de maniere spécifique des genes dans
le génome d'étres vivants (fig. 2). Elle fait appel
aux ciseaux génétiques Cas9 et a un ou plusieurs
ARN, et utilise les systemes de réparation intra-
cellulaires de I'ADN. La Cas9 et 'ARNg sont intro-
duits dans des cellules pour couper I'ADN du gé-
nome a un ou plusieurs endroits préedéterminés.
La cellule répare 'ADN la ou les brins sont cou-
pés. Le chercheur peut contréler et donc influen-
cer le systeme en décidant si des génes doivent
étre désactivés, modifies ou éliminés ou encore
si de nouveaux génes doivent étre ajoutés (fig.
2 :tableau 1). Actuellement, un litige fait rage au-
tour du brevetage du systtme CRISPR/Cas9 (de.
wikipedia.org/wiki/CRISPR/Cas-Methode).

Comment introduit-on la Cas9 et 'ARNg
dans des cellules vivantes?

Pour pouvoir modifier le genome d'étres vivants
au moyen du systeme CRISPR/Cas9, il faut in-
troduire les deux réactifs Cas9 et ARNg dans
leurs cellules, soit directement sous forme de
ribonucléoprotéines, soit indirectement sous
forme d’ADN ou d’ARN contenant l'information
génetique nécessaire a la fabrication de Cas9 et
d’ARNg (tableau 2, figure 3). Si les réactifs sont
introduits au moyen d’ADN, on procede selon les
méthodes du génie génétique classique. Autre-
ment dit, dans certains cas, I'édition génomique
avec le CRISPR/Cas9 n'est possible qu'en com-
binaison avec les méthodes du genie génétiqug



classique.

L’édition génomique est-elle réalisable
avec d'autres outils ?

L'edition génomique peut certes étre reali-
seée aussi au moyen d'autres outils comme par
exemple des nucléases TALE ou des nucléases
a doigts de zinc, mais le systeme CRISPR/Cas9
s'est imposé en peu de temps dans la recherche
fondamentale. Iy est devenu I'outil de choix étant
donné qu'il est plus facile d'utilisation et qu'l
permet d'editer le génome plus rapidement et a
moindres colts en comparaison des autres tech-
niques. Le systeme CRISPR/Cas9 simplifie net-
tement le multiplexing, qui consiste a modifier si-
multanément plusieurs sites du génome par une
seule manipulation.

Il faut s'attendre a ce que le CRISPR/Cas9 de-
vienne a long terme également l'outil de choix
de la recherche appliquée. Cependant, quelques
chercheurs et chercheuses / sociétés ont ac-
tuellement peur de [l'utiliser pour le développe-
ment-produits vu le litige existant en matiére de
brevetage et le flou qui regne en I'occurrence au
sujet des conditions de licence du systeme CRIS-
PR/Cas9.

1. C’est-a-dire modifier le génome sans en al-
térer sa séquence ; on insere par exemple des
groupements chimiques (méthyls) sur ’ADN, qui
de ce fait n'est plus accessible a la machinerie
cellulaire, ce qui inactive des genes par exemple.
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Exemple d'une cassette génétique introduite dans le génome a modifier. La machinerie
cellulaire va produire la protéine Cas9 (le ciseau moléculaire) et le guide ARN homologue ala
séquence a couper sur I’ADN. Cas9 et le guide ARN s’assemble pour former un complexe. Le
guide ARN reconnait la séquence a couper sur I'ADN par homologie et Cas9 coupe.

Figure reprise de : CRISPR/Cas9: an advanced tool for editing plant genomes. Milan Kumar Samanta,
Avishek Dey and Srimonta Gayen (2015). Transgenic Research : DOI 10.1007/s11248-016-9953-5
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Figure 2. Le systeme CRISPR/Cas9 constitue une nucléase (un ciseau moléculaire) qui est séquence
spécifique (sequence specific nuclease = SSN). Il permet de créer une coupure dans I'’ADN afin de
désactiver, de modifier ou d'ajouter des génes de maniére spécifique. Les coupures sont réparées
par un systéme par deux systémes propres a la cellule. L'ajout de génes crée un OGM. Par contre, la
désactivation (Gene knockout), la modification avec quelques nucléotides et I'élimination de génes ne
sont pas clairement réglementées.

Figure reprise de : CRISPR/Cas9: an advanced tool for editing plant genomes. Milan Kumar Samanta, Avishek
Dey and Srimonta Gayen (2015). Transgenic Research : DOI 10.1007/s11248-016-9953-5



Tableau 1: Modifications du génome réalisables avec CRISPR/Cas9.

Type de modification Réactifs nécessaires

du génome

Description

Désactivation d'ungene  Cas9 + ARNg

Modification d'un gene

Ajoutd’'un gene

Elimination d'un géne

Cas9 + ARNg + matrice
d’ADN

Cas9 + ARNg + gene

Cas9 + deux ARNg

On introduit ensemble dans des cel-
lules les ciseaux génétiques Cas9 et
un ARNg, ou la Cas9 coupe le génome
a un endroit prédéfini. La cellule re-
pare la cassure en assemblant les deux
bouts de brins, eliminant au passage
quelques lettres de 'ADN ou ajoutant
des lettres. Apres laréparation, le gene
ne fonctionne plus, il est désactive.

On introduit ensemble dans des cel-
lules la Cas9, un ARNg et une matrice
d’ADN. La matrice d’ADN est iden-
tique, mis a part les lettres de 'ADN
a echanger, au site du génome ou la
Cas9 coupe I'ADN. La cellule répare la
cassure en utilisant la matrice d’ADN
comme modele et en intégrant la sé-
quence de lettres de celle-ci dans le
génome.

On introduit ensemble dans des cel-
lules la protéine Cas9, un ARNg et le
gene qui doit étre incorporé au ge-
nome. La Cas9 y coupe le génome a
I'endroit prédefini. La cellule répare
I'ADN en insérant le gene au site de la
cassure.

On introduit ensemble dans des cel-
luleslaprotéine Cas9 etdeuxdifférents
ARNg. Les ARNg sont programmeés
de maniere a ce que la Cas9 coupe
un chromosome a deux endroits dif-
ferents. La cellule répare les cassures
de sorte que le morceau de chromo-
some entre les deux cassures se perd.
Autrementdit, le gene oules genes qui
se trouvent entre les cassures sont éli-
minés du genome.



Multiplexing

Cas9 + > deux ARNg Le terme « multiplexing » désigne la

procédure consistant a modifier le
génome simultanément a plusieurs
endroits. A cet effet, on introduit en-
semble dans des cellules la prote-
ine Cas9 et deux ou plus ARNg. Les
ARNg sont programmeés de maniere
a cibler les sites qui doivent étre mo-
difiés simultanément. Actuellement, le
multiplexing réussit quand il s'agit de
désactiver simultanément plusieurs
genes.

Tableau 2: Possibilités d'introduire les deux réactifs Cas9 et ARNg dans des

cellules vivantes.

Méthode

Description

Introduction sous forme
d'ADN

Introduction sous forme
de mRNA

Introduction sous forme
de ribonucléoprotéine

On fabrique a I'extérieur de la cellule un géene contenant la
marche a suivre pour la formation de Cas9 et d’ARNg. Ce gene
est introduit dans la cellule selon les méethodes classiques du
génie génétique. Dans les cellules, le gene est transcrit en
ARNm codant pourlaCas9 et’ARNg. LARNm déclenche alors
la synthese de la protéine Cas9, qui fait son travail conjointe-
ment avec 'ARNg pour étre ensuite détruite par la cellule. La
maniere dont I'association Cas9-ARNg-gene est éliminée de
la cellule dépend de la méthode d'introduction du gene. Si
I'on choisit une méthode ou le géne est incorporé de maniere
stable dans le géenome, il faut sélectionner les descendants
qui n'ont pas hériteé du gene. Si I'on choisit une méthode ou le
gene n'est pas incorpore de maniere stable dans le génome, la
cellule détruit le géne.

On fabrique a I'extérieur de la cellule un ARNm contenant la
marche a suivre pour la formation de la Cas9 et d’ARNg. On in-
troduit cet ARNm dans la cellule ou il déeclenche la production
de la Cas9 et de 'ARNg. LaCas9 et 'ARNg font leur travail et
sont ensuite détruits par la cellule comme le mRNA.

Avec une Cas9 et un ARNg, on fabrique a I'extérieur de la cel-
lule une ribonucloprotéine. On introduit celle-ci dans la cellule,
ou elle fait son travail pour étre ensuite detruite par la cellule.



Quelles différences y a-t-il entre les méthodes
classiques du génie génétique et le CRISPR/
Cas9?

Les differences entre I'édition génomique ayant recours
au systtme CRISPR/Cas9 et le génie génétique clas-
sique ne sont pas les mémes pour tous les organismes.
Mais voici grosso modo ce que I'on peut dire :

>> Dans les méthodes du génie génétique clas-
sique, I'endroit ou le génome est modifié est
généralement aleatoire, alors qu'avec le CRIS-
PR/Cas9, la modification a lieu & un endroit pré-
défini du génome.

Le CRISPR/Cas9 permet non seulement
d'ajouter des genes au génome, mais aussi de
désactiver, de modifier ou d'éliminer de maniere
specifique des genes existants.

>>

Le CRISPR/Cas9 permet de modifier simulta-
nément plusieurs sites spécifiques du génome
(multiplexing).

>>

>> Chez des organismes dont le génome pouvait
difficilement étre modifie au moyen des me-
thodes classiques du génie génétique, le CRIS-
PR/Cas9 devrait dorénavant simplifier les inter-

ventions sur le génome.

Le CRISPR/Cas9 devrait également rendre
possibles les interventions sur le génome d’es-
peces chez lesquelles les méthodes classiques
du génie genétique classique ont échoué.

>>

Catégories/types d’organismes
CRISPR/Cas9

L'édition génomique au moyen du CRISPR/Cas9
peut produire divers types d'organismes, ou I'on dis-
tingue les deux catégories suivantes:

Catégorie I: « produits avec CRISPR/Cas9 intégré »

Organismes qui portent dans leur génome des
genes avec le mode d’emploi pour la formation de
Cas9 et d’ARNg. Les organismes de cette catégorie
sontdes OGM. Exemples :

>> Lesanimaux etles plantes avec gene drive basé
sur le systeme CRISPR/Cas9- (voir « Le cas
spécial du forcage génétique »);

>> Des plantes dont le génome contient le mode
d’emploi du systeme CRISPR/Cas9 sont tes-
tées comme nouvelle stratégie de sélection
pour rendre des varietes résistantes a des ma-
ladies virales.

>> Desvirusou desvecteursvirauxdontle génome
contient des genes pour le CRISPR/Cas9 sont
testés comme thérapie genique somatique ou
développés aussi comme moyen de lutte contre

les germes résistants aux antibiotiques.
Catégorie Il: « produits sans CRISPR/Cas9 intégré »

Organismes ou le systtme CRISPR/Cas9 est utilisé
pendant le processus de production pour modifier le
génome, mais qui ne fait plus partie du genome a la
fin du processus.

La catégorie Il peut elle-méme étre subdivisée en :

Categorie lIA: organismes au genome desquels ont
eté ajoutés de nouveaux genes a l'aide du systeme
CRISPR/Cas9. Selon le droit en vigueur, les orga-
nismes de cette catégorie sont des OGM.

Categore IIB: organismes dans le génome desquels
des genes spécifiques ont eté désactives, modifies
et/ou éliminés avec des genes CRISPR/Cas9 sans
ajoutde nouveaux genes. lls peuvent étre considéres
comme des organismes €dités non transgeniques.
Sur le plan du droit, on ne sait pas actuellement si ce
sontdes OGM ou non.

Applications

Tout comme les méthodes classiques du génie
génetique, I'edition génomique faisant appel au
CRISPR/Cas9 est une technique transversale, et
peut donc étre utilisée dans de multiples domaines
différents. Mais a la difféerence des meéthodes clas-
siques, elle permet des applications nouvelles et plus
variées (pour les applications des gene drives, voir
« Le cas spécial du forcage génétique »).



Tableau 3: Domaines d’application du systéme CRISPR/Cas9.

Domaine humain

Interventions thérapeutiques Ftant donné que les méthodes classiques du génie génétique
surlalignée germinale manquent de precision et font des erreurs, il n'a pas été possible a ce
jour d'intervenir a des fins thérapeutiques dans la lignée germinale
humaine. Méme si la précision CRISPR/Cas9 est considérée au-
jourd’hui comme encore insuffisante, les chercheurs pensent pou-
voir améliorer ce nouvel outil de maniere a ce que les interventions
therapeutiques sur la lignée germinale deviennent techniquement
possibles et slres. En Chine, des essais avec la Cas9 ont dé€ja éte ef-
fectués sur des embryons humains non viables. En Grande-Bretagne
et en Suede, des scientifiques ont obtenu I'autorisation de modifier
des embryons sains au moyen du CRISPR/Cas9 a des fins de re-

cherche.

Thérapie génique somatique Par rapport aux méthodes classiques du génie génétique, le CRIS-
PR/Cas9 ouvre des possibilités nouvelles d'intervenir a des fins thé-
rapeutiques sur le genome des cellules somatiques humaines. Les
ciseaux genetiques devraient notamment permettre de désactiver
ou de corriger sélectivement des genes responsables de certaines
pathologies. Des groupes pharmaceutiques tels que Bayer ou No-
vartis sont tres intéressés par le CRISPR/Cas9 et dans le monde en-
tier, plusieurs centaines de millions de francs ont déja été engagés
dans des startups qui travaillent au développement de thérapies par
la modification du génome, comme la société CRISPR Therapeutics,
dont le siege est a Bale. En Chine et aux USA, de premieres prépara-
tions thérapeutiques géniques faisant appel au CRISPR ont été tes-
tées en 2016 sur de grands malades. En Suisse, il n'existe actuelle-
mentaucune préparation thérapeutique génique sur le marche, alors
que dans I'UE, deux produits sont autorisés (Glybera et Strimvelis).

Greffes d'organes Les milieux de la recherche estiment que le CRISPR/Cas9 permet-
tra d'utiliser en medecine humaine des organes porcins ou humains
issus de chimeres homme-animal. Voir plus loin « Xénogreffes » et

« Travaux sur les chimeres ».



Domaine non humain: applications aux réegnes animal et végétal

Sélection variétale dans
I'agro-alimentaire

Le CRISPR/Cas9 s'est rapidement répandu dans la biotechnologie
vegetale. Il a déja éte expérimenté sur plus de 20 especes vegétales.
Des groupes tels que Monsanto et Dupont Pioneer devraient lancer
dans les cing prochaines annees leurs premieres varietés CRISPR.
Lorsque le CRISPR/Cas9 est utilisé pour la sélection variétale, on ob-
tient deux catégories de produits : les variétés transgéniques et les
varietés editées non transgéniques.

Variétés transgéniques : le CRISPR permet, tout comme les mé-

thodes classiques du génie géneétique, d'introduire des genes dans
le génome de plantes. Le CRISPR est censé avoir I'avantage de facili-
ter le « gene stacking », c'est-a-dire I'obtention de variétés disposant
de plusieurs génes d’une autre espéce. Etant donné que les variétés
transgéniques obtenues au moyen du CRISPR sont sur le plan du
droitdes OGM, la situation au niveau de lacommercialisation de cette
catégorie de variétes CRISPR sera comparable avec la situation ac-
tuelle en matiere d'OGM : elles seront mises sur le marché essentiel-
lement par des multinationales pour des plantes cultivées a grande
échelle dans le monde, comme le malis, le soja ou le coton.

Varietés editées non transgéniques : a la difference des methodes

classiques du génie génétique, le systeme CRISPR/Cas9 permet
d'obtenirdesvariétés éditees non transgeniques. Jusqu'amaintenant,
on arrive principalement a désactiver et a €liminer des genes. La mo-
dification de génes specifiques, une option plus intéressante pour
le sélectionneur que la désactivation et I'élimination de genes, s'est
jusqu'ici revelée difficile. Dans de nombreux pays, les variétés édi-
tées non transgeniques ne sont pas clairement définies sur le plan
du droit. Faut-il les traiter comme des variétes transgéniques ? Leurs
utilisateurs demandent a ce qu’elles soient considérées comme les
variétés sélectionnées selon les methodes classiques. Dans les pays
ou celaleur permet de s'imposer, des variétés CRISPR devraient dés
lors rapidement arriver sur le marché, méme pour les cultures dont
il n'existe pas encore de varietés genetiguement modifiées. De plus,
CRISPR pourraitdans ce cas devenir intéressant non seulement pour
les grandes multinationales, mais aussi pour les petites et moyennes
entreprises sélectionneuses.



Sélection animale pour
I'agriculture, 'aquaculture
et I'alimentation

Le CRISPR/Cas9 donne un nouvel élan au génie génétique dans la
sélection animale. Comme dans la sélection vegetale, on peut distin-
guer deux catéegories de produits : les animaux transgéniques et les
animaux edités non transgéniques.

Animaux transgéniques : en comparaison des methodes classiques
du génie génétique, le CRISPR/Cas9 simplifie effectivement I'obten-

tion d’animaux transgéniques. Toutefois, comme ceux-ci sont consi-
dérés sur le plan du droit comme des OGM, leur production ne pré-
sente guere d’intérét pourles entreprises : les colts d'enregistrement
sont trop éleves, et leur acceptation par les consommateurs-trices
est trop faible. Il est par conséquent peu probable que des animaux
transgéniques CRISPR destinés a l'alimentation humaine arrivent sur
le marché mondial au cours des années a venir.

Animaux édités non transgéniques : la possibilité offerte par le CRIS-

PR/Cas9 de produire simplement et a peu de colts des animaux
edités non transgéniques arécemment éveille I'intérét des selection-
neurs. Ceux-ci partent de I'idée que ces animaux ne seront pas refu-
seés par les consommateurs et demandent a qu'ils soient considérés
comme des animaux issus de la sélection conventionnelle. Dans les
pays ayant cédeé a cette demande, il faut s'attendre a I'apparition sur
le marché d’animaux édités non transgéniques au cours de ces pro-
chaines années.

En annexe, le lecteur trouvera des exemples d’animaux édités non
transgéniques.
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Sélection animale pour la
médecine humaine

Dans larecherche médicale, le systeme CRISPR/Cas9 est utilisé pour
obtenir des modeles de maladies ou des donneurs d'organes : en
comparaison des méthodes classiques du génie génétique, le CRIS-
PR/Cas9 permet de fabriquer plus simplement, plus rapidement et a
moindres colts des modeles de maladie. Il permet egalement de tes-
ter sur I'animal des combinaisons plus complexes de caracteres. Le
nombre des souris et des rats génétiguement modifies utilises dans
la recherche fondamentale devrait continuer d’augmenter avec I'uti-
lisation du CRISPR/Cas9, qui pourrait en outre accroitre ['utilisation
de porcs et de singes comme modeles de maladies.

Xénotransplantation : le CRISPR/Cas9 marque un retour en force

de la production de porcs génétiquement modifiés pour les xéno-
greffes. Pour la premiere fois depuis 15 ans, I'industrie engage de
nouveau des fonds dans ce domaine. En comparaison des méthodes
classiques du geénie génétique, il donne la possibilite d'opérer plus
rapidement et a moindres colts des modifications beaucoup plus
conséquentes du génome porcin; de telles modifications seront
certainement nécessaires pour rendre possibles et stres les greffes
d'organes du porc sur I'étre humain. Des chercheurs de la société
étatsunienne eGenesis travaillent par exemple sur la production de
porcs presentant des modifications sur plus de 60 sites du génome.

Recherche sur des chimeéres : Le CRISPR/Cas9 est utilisé chez le
porc et le mouton pour les modifier de telle sorte a pouvoir cultiver
en eux des organes humains destinés a des greffes. Les chercheurs
combinent ici le CRISPR/Cas9 avec la technologie des cellules
souches.
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Risque/sécurité

Tout comme pour les méthodes
classiques du génie génetique, la
sécurité est une preoccupation
majeure dans 'édition génomique
utilisant le CRISPR/Cas9. Les
questions de sécurite et les
préoccupations dépendent du
type, du contexte et des buts de
I'utilisation du systeme CRISPR/
Cas9. En comparaison du de-
bat sur la sécurité des methodes
classiques du génie génétique,
trois éléments doivent étre souli-
gnés et sont développés ci-apres :
Précision

Dansles médias,le CRISPR/Cas9
est souvent présente comme un
outil qui permet d'intervenir avec
precision dans le patrimoine gé-
nétique. Méme si ce systeme
peut offrir des avantages a cet
égard par rapport aux methodes
classiques du génie genétique, ily
a trois raisons de ne pas le consi-
dérer comme un outil précis en
lui-méme (I). Le CRISPR/Cas9
peut avoir des effets dits « off-tar-
get ». Ces derniers surviennent
lorsque la protéine Cas9 est
guidée par I'ARNg vers un site
erroné du géenome et coupe a
cet endroit le brin d’ADN ; (Il)
I'edition génomique est toujours
associée a lintroduction d'une
Cas9 et d'un ARNg dans une cel-
lule. Ce processus peut entrainer
des modifications involontaires
du génome ; (lll) la précision du
systeme CRISPR/Cas9 dépend
toujours egalement du soin avec
lequel procede I'opérateur. Par le
protocole expérimental, celui-ci
peut influencer I'ampleur des
modifications involontaires.

Sécurité : contréle étatique
contre autocontréle

Selon le droit en vigueur, les pro-
duits - aussi bien ceux du domaine
humain que ceux du domaine non
humain-  issus des meéthodes
classiques du geénie génetique
doivent subir une évaluation de
sécurité par I'Etat. Dans le do-
maine non humain, les utilisa-
teurs du CRISPR/Cas9 pour des
plantes et des animaux e€dités non
transgéniques remettent mainte-
nant cette obligation en question
et demandent a ce que ceux-ci
puissent étre mis sur le marché
sans controle étatique. Les as-
pects suivants plaident contre
cette revendication :

>> Toute modification du patri-
moine géneétique, si petite
soit-elle, peut engendrer des
produits qui ont un effet di-
rect ou indirect sur 'humain,
I'animal, I'environnement ou
la biodiversite.

Le CRISPR/Cas9 permet de
modifier le génome des ani-
maux et des plantes a plu-
sieurs endroits specifiques —
soit par multiplexing, soit par
des manipulations en série.
Des animaux et des plantes
ayant subi des modifications
multiples pourraient présen-
ter une combinaison de ca-
racteres impossible a obtenir
par des voies naturelles ou par
la sélection.

>>

>> Les plantes et les animaux
édités non transgéniques
pourraient avoir des effets
off-target indésirables (voir

plus haut).

>> Plantes : dans la plupart des
cas, l'utilisation du CRISPR/

Cas9 suppose une étape in

vitro ou peuvent survenir des
modifications  involontaires
(variations somoclonales).

>> Animaux I'édition géno-
mique au moyen du CRISPR/
Cas9 implique souvent le clo-
nage, qui peut avoir des effets
secondaires problématiques
au point de vue sécurité.

>> Plantes:lacréation de plantes
editées non transgéniques
produit souvent comme pro-
duits  intermediaires  une
plante transgénique qui pos-
sede dans son genome le
gene Cas9 ou des génes de
resistance aux antibiotiques.
Siles genes de la plante trans-
génique issus d'une autre es-
pece sont accidentellement
encore presents dans le pro-
duit fini, cela peut poser des
problemes au point de vue
securité.

Nouveaux risques du forcage
génétique (« gene drive »)

La nouvelle méthode de forcage
génétique au moyen du CRISPR/
Cas9 comporte des risques qui
n'existaient pas avec les techno-
logies classiques du génie gené-
tique. Voir a ce propos « Le cas
spécial du forcage genetique ».
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Tableau 4: Domaines ou le CRISPR/Cas9 rend nécessaire un débat sur les

questions d’éthique.

Application du CRISPR/Cas9 Description

Interventions sur la lignée germi-

nale a des fins thérapeutiques

Création de chiméres
homme-animal

Modification du genome
de vertebrés

Sélection de plantes éditées
non transgéniques

Animaux utilisés comme
modeles de maladies

Modification du génome
d’animaux sauvages
(forcage génétique)

En Suisse, les interventions sur le genome des cellules
germinales et les embryons sont interdites. Vu que le
CRISPR/Cas9 rend techniquement possibles les traite-
ments bases sur cette procédure, des acteurs de la re-
cherche et de la medecine réclament un assouplissement
de son interdiction. La Commission nationale d'éthique
(CNE) considere comme incontournable un débat socié-
tal intensif, ouvert et transparent sur les développements
techniques et leur implications éthiques.

On modifie ici des porcs et des moutons au moyen du
CRISPR/Cas9 de maniére a ce qu'ils soient capables de
former des organes humains. Cela relance a nouveau le
débat sur 'admissibilité de la production de chimeres
homme-animal dans la recherche biomeédicale.

La Suisse dispose d'une législation restrictive en matiere
d'utilisation du genie génétique sur les vertebrés, par
respect de la dignité de la créature. Les manipulations
génétiques sontinterdites surlesvertébrés utiliseés comme
animaux de compagnie ou de rente dans I'agro-alimen-
taire. En demandant a ce que les vertébrés édités non
transgéniques soient traités comme des animaux obtenus
par sélection conventionnelle, les acteurs de la recherche
etde l'industrie remettent en question le champ d'applica-
tion de la réglementation restrictive et donc I'évaluation de
I'application du CRISPR/Cas9 aux vertébrés.

La liberté de choix est une maxime largement acceptee
dans le domaine du génie génétique et de I'alimentation.
Lesacteursdelarecherche etdel'industrieremettentcette
maxime en question en réclamant que les plantes éditees
non transgéniques soient traitées comme les plantes ob-
tenues au moyen de méthodes conventionnelles.

Avec l'augmentation probable du nombre d'animaux ge-
netiguement modifiés utilisés a des fins experimentales
avec le CRISPR/Cas9, la dignité et I'intégrité des animaux
redeviennent un théme d'actualité. Le CRISPR/Cas9 doit
en outre étre évalué par rapport ala culture 3R*ancrée en
Suisse.

Le CRISPR/Cas9 pourrait permettre de modifier géné-
tiqguement les populations d'animaux et de plantes sau-
vages. Les problemes éthiques que cela souleve rendent
un large débat nécessaire.

*La culture ou le principe 3R vise la réduction durable du nombre d’expériences sur les animausx, la limitation de la

souffrance animale a un minimum et le développement de méthodes de substitution a I'expérimentation animale.
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Ethique

Méme si le systeme CRISPR/
Cas9 échappe, vu ses nom-
breuses applications possibles, a
une évaluation éthique globale,
il est clair que l'utilisation des ci-
seaux geénetiques donne lieu a
des interrogations et a des ré-
serves dans de multiples do-
maines. Ces dernieres doivent
faire I'objet d'une analyse scrupu-
leuse dans le cadre d'un large dé-
bat. Elles dépendent du contexte
ou le CRISPR/Cas9 est utilisé,
ainsi que de ses risques et de ses
benéfices. Dans de nombreux
domaines, le CRISPR/Cas9 sou-
leve les mémes interrogations et
reserves que les méthodes clas-
siques du genie genetique, mais
elles se posent maintenant de
maniere plus aigle, notamment
parce que certains acteurs pro-
fitent de la nouvelle technologie
pour remettre en cause les garde-
fous existants, qui sont le résultat
de négociations sociétales. De
plus, comme le CRISPR/Cas9
repousse les limites du faisable, il
existe des domaines qui doivent
encore étre évalués du point de
vue ethique et pour lesquels il faut
mettre en place des garde-fous.

Cadre légal

Cadre légal dans le domaine
humain

La legislation relative aux applica-
tions du génie génétique a I'étre
humain dans le domaine biome-
dical a eté complétée et concre-
tisee ces dernieres années par
plusieurs lois fédérales. Les lois
actuelles posent des garde-fous
éthiques clairs, avec des stan-
dards de sécurite eleves. Les ap-
plications du CRISPR/Cas9 sont
probablement couvertes par les
lois en vigueur, ou il faudrait éven-
tuellement clarifier si des adap-
tations sont nécessaires dans les
détails. La production de moutons
et de porcs CRISPR pour I'obten-
tiond'organes humains estactuel-
lement une des zones d'insécurité
juridique. L'insécurité juridique est
due non pas au CRISPR/Cas9,
mais a l'utilisation de cellules
souches humaines pluripotentes,
qui n'est pas ancrée dans les lois

pour cette application (tableau 5).

Cadre legal pour le domaine
non humain

Pour les applications du génie
génétique au domaine non hu-
main, la Suisse dispose avec la
loi sur le génie génétique (LGG)
d’'une legislation moderne, ga-
rante de prévoyance, de sécurité,
de transparence, d'implication
de la population et de standards
ethiques. Actuellement, on ne sait
pas dans tous les cas si et com-
ment cette loi couvre les animaux
et les plantes CRISPR.

>> Cadrelégal pourlesplanteset
les animaux transgéniques :
I'introduction dans le génome
d’animaux et de plantes de

genes d'une autre espece
au moyen du CRISPR/Cas9
donne des OGM couverts par
la LGG.

>> Cadre léegal pour les plantes
et les animaux édités non
transgéniques : il n'est pas
clairement établi si les plantes
etles animaux édités ne com-
portant pas de genes d'une

autre espece sont couverts

par la LGG. Le type de cadre legal
doit donc faire I'objet d'une déci-
sion politique. Etant donné que
dans le secteur agricole, la Suisse
est tributaire d'importations de
I'etranger, le cadre legal relatif aux
plantes et aux animaux edités non
transgéniques a I'étranger, et no-
tamment dans I'UE, joue un réle
important dans le débat (voir plus
loin). Les tableaux 6 et 7 montrent
les consequences de leur classe-
ment dans la catégorie des OGM

>> Cadre légal pour les orga-
nismes avec forcage ge-
nétique : selon le droit en
vigueur, les animaux et les
plantes avec des gene drives
sont des OGM et relevent
du champ d’application de la
LGG. Il y a cependant neces-
sité d'agir dans ce domaine
car les risques spécifiques de
cesanimaux et de ces plantes
imposent une adaptation de
I'ordonnance sur ['utilisation
confinée et de I'ordonnance
sur la dissemination dans
'environnement. Voir aussi
« Le cas special du forcage
génétique ».
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Tableau 5 : Admissibilité des applications du CRISPR/Cas9 sur I‘étre humain en
Suisse et lois et ordonnances en vigueur.

Applications du CRISPR/ Admissibilité Lois et ordonnances

Cas9 sur I‘étre humain

Recherche fondamentale

Edition génomique sur Admis ?

cellules somatiques

Edition génomique sur . . L

9 a Interdit Loi sur la procréation

embryons . .
medicalement assistée

Travail sur les cellules Interdit Loi sur la procréation

germinales a des fins médicalement assistée

therapeutiques

Thérapie génique somatique  Admis Loi relative a la recherche sur
I'étre humain, loi sur les pro-
duits thérapeutiques, ordon-
nance sur les essais cliniques
de produits thérapeutiques

Greffes d'organes ou de Admis Loi sur la transplantation,

tissus de porcs CRISPR ordonnance sur la xé-
notransplantation

Production de chimeres Pas clair Loi relative a la recherche sur

homme-animal

les cellules souches, loi sur
la procréation médicalement
assistée
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Tableau 6 : Conséquences de la définition des plantes éditées non transgéniques
comme étant des OGM.

Les plantes éditées non Les plantes éditées non
transgéniques sont des transgéniques ne sont pas

OGM des OGM
Autorisation obligatoire pour la oui non
dissémination expérimentale
Autorisation obligatoire pour oui non
la mise en circulation en tant
que denrées alimentaires
Fvaluation des risques par oui non
I'Etat avant utilisation dans
I'environnement
Obligation de mentionner le oui non
recours au génie génétique
dans I'étiquetage
Registre public des produits oui non
autorises
Participation de la population oui non
aux procédures d’autorisation
Tracabilité du champ a oui non
I'assiette
Droit de recours pour les oui non
organisations de protection
de I'environnement
Protection des produits bio oui non
contre les contaminations
Interdiction de mise en oui non

circulation jusqu’afin 2017
(moratoire)



Tableau 7: Conséquences de la définition des vertébrés édités non transgéniques
comme étant des OGM

! tabrés Gdité | tabrés Gdité
transgéniques sont des transgéniques ne sont pas
OGM des OGM

Autorisation obligatoire pour oui non

la production et la

commercialisation

Production interdite pour oui non

I'alimentation

Production interdite comme oul non

animaux de compagnie
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Législation sur la protection des animaux

La production et ['utilisation d’animaux CRISPR
tombent sous le coup de la législation sur la protec-
tion des animaux. Il faut clarifier ici si les animaux edi-
tés non transgeniques sont couverts ou non par les
dispositions valables pour les animaux OGM.

Champ d’application/portée du moratoire

Comme on ne sait pas encore aujourd’hui si les ani-
maux et les plantes édités non transgéniques sont
des OGM sur le plan du droit, il sagit aussi de clarifier
s'ils sont couverts par les moratoires en vigueur. Les
animaux et les plantes avec gene drives faisant appel
au CRISPR/Cas9 sont des OGM, mais ne doivent pas
nécessairement tomber sous le coup du moratoire en
vigueur. En effet, le moratoire ne couvre que les OGM
utilisés dans I'agriculture, I'norticulture ou la sylvicul-
ture.

Droit régissant le CRISPR/Cas9 dans
I'agriculture biologique au niveau fédéral

Au plan fedéral, I'utilisation d'OGM dans I'agricultu-
re biologique est - a quelques exceptions pres - in-
terdit. Etant donné qu'on ne sait pas actuellement si
les plantes et les animaux édités non transgéniques
doivent ou non étre considéres comme des OGM, il
s'agit de clarifier si l'utilisation de ces animaux et de
ces plantes est autorisée ou pas dans chaque cas indi-
viduel sur le plan du droit fédéral.

Cadre légal des plantes et des animaux édités
non transgéniques a I'étranger

Cadre légal dans I'UE : actuellement, la réglemen-
tation concernant des plantes et les animaux edités
non transgéniques n'est pas claire. La Commission
europeenne entendait publier jusqu'ala fin de I'année
2016 sa position sur la question de savoir si ces ani-
maux et ces plantes tombent ou non sous le coup de
la législation sur le génie génétique. Il est cependant
probable que la publication de ce document va étre
repoussée. Au début du mois d'octobre, la Section du
contentieux du Conseil d’Etat francais s'est adressée
a la Cour de justice des Communautés européennes
(CJCE) sur la question du cadre légal concernant
les plantes et les animaux édités non transgéniques.

Celle-ci devrait repondre dans les 18 mois a venir. |l
faut supposer que la Commission européenne atten-
dralaréponse de la CJCE.

Cadre légal aux Etats-Unis : il n'y a pas eu a ce jour
de décision globale sur le cadre légal a donner aux
organismes édités non transgéniques. Le gouver-
nement a chargé les autorités responsables de révi-
ser le systeme existant constituant la base légale des
biotechnologies et de I'adapter au CRISPR/Cas9. Le
ministere de I'agriculture a traité jusqu'ici deux de-
mandes venant d'utilisateurs concernant ce cadre
légal : la premiére concerne un mais cireux, 'autre
un champignon de Paris. Dans chaque cas, il y a eu
élimination d'un gene au moyen du CRISPR et dans
chaque cas, le ministere de I'agriculture a répondu
gue ces organismes ne doivent pas étre traites sur le
plan du droit comme des OGM.

Société

Depuis que le génie génetique existe, ses applications
sont controversees et font I'objet d'un débat sociétal.
En Suisse, le débat a abouti a la création d’'un cadre
légal sévere, avec des limites claires et des garde-
fous. Comme le CRISPR/Cas9 souléve de nouvelles
questions d'éthique et engendre de nouveaux pro-
blemes de securité, et étant donnée que les chercheurs
prennent cet outil comme prétexte pour affaiblir la
notion de génie génétique et pour déplacer les garde-
fous éthiques, un debat a large échelle s'impose afin
d’empécher la recherche de créer des faits accomplis
et de permettre a la population de prendre position.

* Le present document a été realisé avec le soutien
technique de Benno Vogel

Traduction pour les parties en allemand :
Monique Muraglia
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Annexe — Exemples de projets CRISPR/Cas9 pour I'obtention d’animaux, de plantes
et de champignons édités non transgéniques.

conservation

Espéce But Pays Etat du projet
Animaux de rente
Barbue de riviere Croissance plus rapide USA Etude publiée
Contréle du sexe USA |dée de projet publiée
Poule Oeufs non allergenes Japon Ftude publi¢e
Vache Plus de lait USA |dée de projet publiée
Lait non allergene Nouvelle-Zélande | Idée de projet publiée
Tolérance a la chaleur USA |dée de projet publiée
Saumon Absence de cellules germinales [ Norvege Ftude publiée
Mouton Plus de viande Chine Ftude publiée
Poil plus long Chine Ftude publiée
Contréle du sexe USA Ftude publiée
Porc Plus de viande Chine Etude publiée
Résistance au PRRS Angleterre, USA Ftude publiée
Tilapia Contréle du sexe Chine Ftude publiée
Cheévre Plus de viande Chine, USA Etude publiée
Plus de viande, poil pluslong | Chine Ftude publiée
Lait non allergéne Chine, USA Ftude publi¢e
Plantes cultivées
Arachide Non allergene Angleterre |dée de projet publiée
Concombre Résistance virale Israél Ftude publiée
Pomme de terre Moins d'acrylamide USA |dée de projet publiée
Résistance a la gale commune | Allemagne |dée de projet publiee
Malis Amidon sans amylose USA Cultures expérimentales
Colza Résistance ala verticilliose Allemagne |dée de projet publiée
Riz Résistance a la pyriculariose [ Chine, USA Ftude publiée
(Magnaporthe grisea)
Resistance a la nielle bacté- [ USA Ftude publiée
rienne
Tomate Retardement de la maturation [ Angleterre Ftude publiée
Résistance a 'oidium Angleterre |dée de projet publiée
Raisin Résistance au mildiou USA |dée de projet publiee
Blé Résistance a I'oidium Chine Etude publiée
Champignons
Champignon de Paris | Allongement de la durée de | USA Prétalacommercialisation
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