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QUELLES EXPLOITATIONS ATTENDRE DE CETTE RUPTURE TECHNOLOGIQUE

                          Par M.  Alain Michel BOUDET(  

 La réécriture du génome par la technique CRIPR-Cas9, décrite plus bas, illustre une rupture scientifique importante qui caractérise les grandes découvertes . Les travaux ont été réalisés essentiellement par 2 chercheuses, la française Emmanuelle Charpentier (actuellement à Berlin) et l’américaine Jennifer Doubna  de Berkeley, toutes deux pressenties pour l’attribution d’un prix Nobel.  Leurs recherches concernaient un mécanisme adaptatif d’immunité acquise chez les bactéries dont l’exploitation technologique a conduit à ce qu’on a qualifié en anglais de « genome editing » et qui a été sommairement traduit en français par le terme « d’édition du génome » peu explicite.    Nous préférerons utiliser dans cette présentation l’expression de « réécriture du génome », plus précise pour représenter l’utilisation de l’outil CRISPR-Cas9

 L’ensemble de ces travaux à la fois au niveau cognitif et au niveau des applications potentielles a suscité dans la communauté scientifique, l’industrie de la santé et des biotechnologies et aussi de façon moins habituelle dans la presse généraliste un  ‘’emballement’’ sans précédent.  Les scientifiques ont vu dans ce procédé nouveau une façon très efficace de supprimer l’expression des gènes (Knock out) et ainsi d’en mieux connaitre les fonctions. Les domaines de la santé, de l’amélioration des plantes, des animaux ou des microorganismes d’intérêt industriel, y ont vu une voie très efficace pour corriger des anomalies ou des pathologies ou améliorer le potentiel génétique des espèces.                                         

Un grand journal scientifique –Science-  a titré « La révolution CRISPR » et la presse non spécialisée a multiplié les mentions les plus élogieuses  et les expressions imagées -CRISPR-Cas9 : le big bang de la génétique, un véritable tsunami, CRISPR : le couteau suisse de la génétique. Au-delà des titres ci-dessus, admiratifs, on a pu également en lire de plus réservés ou de plus critiques : ‘’La dernière folie de la génétique-France Inter’’, ‘’Un outil révolutionnaire et dangereux – La Croix’ .                                                                                                                                                                                                Cette effervescence généralisée découle de l’importante production scientifique dans le domaine de différents pays avec en priorité les USA et la Chine qui devient une puissance scientifique de premier plan. Elle reflète aussi diverses réflexions autour du phénomène considéré: 1) l’ illustration exemplaire de l’articulation entre une avancée cognitive et une rupture technologique démontrant que le terreau de la recherche fondamentale demeure très fécond pour des applications innovantes 2) les nombreuses applications potentielles devant être impérativement contrôlées par des aspects règlementaires et éthiques   3) l’acceptation et l’appropriation par le public de cette innovation concernant un domaine très sensible la modification des gènes .

La technique de réécriture du génome est basée sur l’utilisation d’enzymes, des nucléases, guidées pour couper l’ADN en des sites spécifiques (site directed nucleases SDN). Elle est médiatiquement illustrée par l’image des ciseaux moléculaires qui en donne bien sur une représentation visuelle et parlante mais tout à fait imprécise. 

Quelques rappels nécessaires  
La bonne compréhension des mécanismes mis en jeu exige une connaissance de phénomènes biologiques de base que je vais décrire succinctement, le lecteur pouvant facilement les approfondir en exploitant internet.                                                                                                                               
Nos gènes, dont l’ensemble représente notre génome qui conditionne nos caractéristiques finales, notre apparence, nos compétences, nos forces et nos limites sont portés par une double hélice d’acide désoxyribonucléique (ADN). Chaque brin de l’hélice résulte de l’assemblage d’unités constitutives : les désoxyribonucléotides qui comportent individuellement des éléments communs (du phosphate et un sucre le désoxyribose) mais qui différent par la nature de 4 bases azotées associées à la partie commune. On a donc 4 types de désoxyribonucléotides différents dont l’enchainement relatif qui correspond au code génétique sera transmis de façon reproductible à la descendance. Ces nucléotides sont associés entre eux par des liaisons phosphodiesters entre les groupements phosphate, les 2 brins de la double hélice sont eux réunis par des liaisons hydrogène entre bases azotées complémentaires adénine-thymine et guanine-cytosine. Les liaisons phosphodiesters entre nucléotides peuvent être coupées par une catégorie d’enzymes, les nucléases. Les enzymes sont des protéines qui jouent le  rôle de catalyseurs biologiques par intervention d’une région particulière de leur molécule appelée site actif qui reconnait dans l’organisme un type particulier de molécules, s’associe à elles et peut les modifier. Les endonucléases coupent ainsi la molécule d’acide désoxyribonucléique par une action à l’intérieur de la molécule. Le  problème est de savoir où se produit cette coupure et si on peut la contrôler. Ceci représente en fait un des principes de base de la réécriture du génome. Un autre aspect important est celui de l’hybridation (association chimique) entre différentes molécules d’acides nucléiques. L’ADN renferme le code génétique qui contrôle toute la mise en place et le fonctionnement des organismes mais cet ADN ne joue pas un rôle d’acteur effectif de ce fonctionnement, il délègue cette responsabilité à d’autres molécules bâties sur la base de la séquence d’ADN : les protéines qui sont, elles, les pistons et les turbines de l’activité cellulaire. Pour convertir l’ADN en protéines intervient un intermédiaire, l’acide ribonucléique (ARN) qui est une copie modifiée de l’ADN en ce sens qu’il est simple brin, comprend un sucre légèrement différent, le ribose à la place du désoxyribose et parmi les 4 bases azotées constitutives de l’ADN, l’une d’entre elles  la thymine est remplacée par l’uracile. Les 2 molécules ADN et ARN, très voisines ont une forte aptitude à s’hybrider quand elles sont en mélange. L’ARN est par ailleurs très facile à synthétiser, à la commande, par l’instrumentation actuelle de la biologie moléculaire. Nous verrons qu’il va jouer un rôle de guide dans la réécriture du génome.       
Dernier point de rappel, les mutations. En raison, d’erreurs dans le processus de réplication qui permet la copie de l’ADN quand une cellule se divise, sous l’effet de l’action délétère d’agents endogènes (i.e. dérivés réactifs de l’oxygène) ou extérieurs comme les rayonnements ou les agents chimiques, l’ADN subit de nombreuses mutations qui correspondent à des modifications variées de sa structure. Les modifications les plus simples correspondent aux mutations ponctuelles du type substitution, délétion ou addition d’une paire de nucléotides. La majeure partie de ces mutations est réparée  par des mécanismes efficaces. Le prix Nobel de chimie 2015 a été attribué à Tomas Lindahl, Paul Modrich et Aziz Saucar pour leurs travaux sur les mécanismes de réparation de l’ADN. Sans ces processus de correction, la vie aurait vraisemblablement sinon totalement disparue au moins régressée sur terre. La faible proportion de mutations persistant cependant peut se révéler soit neutre c’est à dire n’exercer aucun effet fonctionnel, soit négative et même létale, soit au contraire positive améliorant en quelque sorte l’individu. Dans ce dernier cas, les mutations représentent un des moteurs de la diversité biologique et de l’évolution qui a conduit par exemple des grands singes hominidés à l’homme actuel pour considérer une période ‘’récente’’ La mutagénèse naturelle qui peut conduire à une diversification par mutations successives  a été en agriculture à l’origine de nouvelles espèces ou variétés intéressantes.

La coupure spécifique de l’ADN par guidage de nucléases due à l’hybridation des acides nucléiques et la création ou la correction de mutations sont des éléments de base de la réécriture du génome procédant de la découverte initiale d’un mécanisme bactérien que nous allons examiner maintenant. 

L’immunité adaptative acquise chez certaines bactéries  

La description de ce mécanisme issu de recherches fondamentales peut se résumer simplement en se référant au schéma de la figure  1 proposé par Emmanuelle Charpentier. Certaines bactéries renferment dans leur génome 2 ensembles moléculaires associés : -- un opéron CAS (pour CRISPR associated) qui comprend une série de gènes codant pour différentes nucléases (de différentes couleurs sur le schéma) sous commande d’un promoteur unique  

 





-- un réseau CRISPR que
l’on peut traduire par  « ensemble de courtes répétitions
palindromiques régulièrement interrompues par des séquences
espacées ».
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FIG 1 : Le mécanisme bactérien de défense immunitaire adaptative contre les virus  détaillé par E.Charpentier et J.Doudna

L’attaque de la bactérie par un virus (un bactériophage) déclenche le fonctionnement de l’opéron CAS et la production de nucléases cas 1, cas 2 qui vont dégrader l’ADN du virus en petits fragments qui vont s’intercaler dans le réseau CRISPR entre les éléments répétés. Ceci représente une phase de « mémorisation » de l’attaque initiale par le virus par intégration d’éléments du génome de l’envahisseur dans le  génome de la bactérie.                              L’ensemble de l’ADN du réseau CRISPR peut être ensuite transformé en ARN pour donner un pré-ARN global qui va être découpé en sous-ensembles cette fois par une ribonucléase et non par une désoxyribonucléase comme dans la première étape. Ceci libèrera des fragments d’ARN correspondant à une association entre des portions des répétitions palindromiques(en vert) d’une part et à de l’ADN de virus intercalé dans le réseau CRISPR (en noir) d’autre part. Ces éléments mixtes vont avoir la capacité de se lier à une nouvelle désoxyribonucléase issue de l’opéron CAS(en marron clair). Cette association permet, via le brin d’ARN spécifique du virus, une liaison avec l’ADN du même virus envahisseur lors d’une nouvelle attaque (partie basse du schéma) et conduit à sa dégradation par action de la nucléase associée. L’ensemble correspond donc à une stratégie de défense basée sur la mémorisation moléculaire de la première attaque et la dégradation ciblée dans un deuxième temps de l’ADN de nouveaux agents viraux du même type. 

L’outil CRISPR- Cas9 de réécriture du génome
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FIG 2 : La nucléase Cas9 issue de la bactérie Streptomyces  avec ses 2 sites actifs (en rouge) associée à un ARN guide simple brin(en jaune) issu de  la séquence  d’ADN ciblée pour la coupure spécifique. La séquence d’ARN en vert « stabilise » le complexe

  Cette stratégie a   inspiré une nouvelle technologie de coupure ciblée du génome (les ciseaux moléculaires) représentée sur la figure 2. Pour cela, les deux chercheuses ont alors réalisé une construction artificielle associant d’une part une nucléase spécifique d’une bactérie du genre Streptomyces, appelée Cas 9 qui possède 2 sites actifs et va donc couper les deux brins d’ADN, à d’autre part un ARN composite comprenant une portion de stabilisation de l’interaction ARN/nucléase et une portion complémentaire  de la zone d’ADN où l’on veut introduire une coupure. Cet assemblage permet ainsi de guider la nucléase vers l’endroit recherché et de couper l’ADN de façon spécifique.                                                                                                                                           
Cette coupure de l’ADN peut alors faire l’objet de différents
mécanismes de réparation qui préexistent dans les cellules. Au
niveau d'expérimentations contrôlées les processus diffèrent selon les « additifs »moléculaires (matrices) apportés (figure 3 ). Un certain nombre de casthéoriques sont envisageables
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                                                                                    FIG 3 : Les différentes alternatives après la coupure de l’ADN par une nucléase  guidée (Site directed nucléase – SDN
  - sans apport de matrice, deux situations peuvent mettre en jeu le système de réparation par jonction non-homologue des extrémités (non homologous end joining) 
1) la réparation parfaite qui conduit à la situation initiale (avant la coupure) 

 2)une réparation qui engendre une délétion ou  insère un nucléotide différent du nucléotide initial (SDN1) ce qui cause dans les 2 cas une mutation ciblée mais aléatoire quant à ses effets  le cas le plus fréquent étant l’inactivation du gène   
- en présence de matrices, deux cas sont envisageables par la voie de la recombinaison homologue (RH)

        1) La matrice comprend deux brins extérieurs homologues des deux extrémités de la coupure ,entourant un ou quelques nucléotides qui vont alors être intégrés au niveau de la coupure par le mécanisme de RH (SDN2).Le ou les nucléotides sont choisis sur la base de la connaissance d’allèles favorables chez l’espèce ou des espèces voisines ou encore en fonction des résultats de la biologie structurale spécifiant la fonction de certains acides aminés au sein des protéines. La mutation attendue doit dans ce cas, se révéler positive (correction ou amélioration de fonctions)                                                                                                                                                              2) La matrice est de taille plus importante puisqu’elle contient entre les deux brins extérieurs homologues un gène complet qui sera intégré dans le génome du receveur à nouveau par le mécanisme de recombinaison homologue(SDN3). Cette situation s’apparente à la transgénèse traditionnelle qui consiste à introduire par des moyens moléculaires un nouveau gène dans un organisme mais en représente une version optimisée par la connaissance précise du site d’introduction du transgène, ce qui peut permettre d’anticiper les niveaux d’expression et de régulation du gène introduit et éviter le risque d’insertion à l’intérieur d’un gène endogène .                                                                                                                                              Ces situations résument donc deux cas différents : les mutations (extinction du gène ou correction/amélioration d’un gène) et la transgénèse améliorée.                                

 Dans ce qui suit nous considèrerons uniquement les mutations en raison du caractère en rupture de la stratégie CRISPR-CAS9 et des potentialités qui en découlent Nous emprunterons des exemples d’application aux domaines de l’amélioration des plantes et de la thérapeutique en santé humaine.
Les  applications en amélioration des plantes                                                                                                                              

  L’amélioration des plantes s’est développée depuis le néolithique (-- 10.000 ans) selon différentes étapes et techniques.                                                                                                      Elle a tout d’abord procédé jusqu’au 19ème siècle par des approches empiriques relevant de l’observation où l’agriculteur choisissait dans la biodiversité végétale les individus  les plus adaptés à ses besoins et les propageait pour sa récolte. Il s’agit du phénomène de sélection / domestication, sans intervention volontaire sur les individus. A partir d’environ 1830 et avant les découvertes de Mendel , a émergé l’idée de croisement et d’hybridation pour améliorer les espèces. L’idée était de combiner des caractères intéressants par croisement de variétés d’une même espèce ou d’espèces voisines compatibles sexuellement. Le Français Augustin Sageret (1763-1851) fut un des précurseurs de cette nouvelle stratégie qui conduisit par la suite à de nombreuses avancées, avec des résultats spectaculaires comme ceux obtenus dans les années 50 dans le cas du maïs hybride exploitant un phénomène particulier l’hétérosis ou vigueur hybride par croisement de 2 lignées pures indépendantes. Nous étions alors déjà au stade des organismes volontairement génétiquement modifiés qui vont également se retrouver dans une étape technique ultérieure à partir des années 50, celle des mutations induites aléatoires provoquées par des agents physiques comme les rayonnements ou chimiques comme l’éthylméthanesulfate agent mutagène puissant.  De nombreuses variétés ont été obtenues via ces stratégies de mutation qui nécessitent évidemment une étape de tri en aval sur un très grand nombre de plantes mutées puisque les mutations interviennent au hasard.

Plus près de nous dans les années 80,la transgénèse a permis d’apporter des gènes étrangers à une espèce végétale le plus souvent par l’intermédiaire d’un vecteur bactérien en dépassant les barrières des incompatibilités sexuelles et a représenté une révolution technologique conduisant en 2016 à près de 170 millions d’hectares de cultures transgéniques cultivées sur la planète. Cette technologie a cependant, particulièrement en Europe, induit de fortes réticences.                                                                                                                                         

Les nouvelles techniques de réécriture du génome s’inscrivent dans le prolongement de cette progression et nous allons voir ce qu’elles peuvent apporter dans le cas de mutations ciblées.  Sur un plan général, on doit d’abord souligner que l’exploitation de cette technologie est grandement favorisée par les progrès simultanés et très rapides dans le séquençage des génomes végétaux d’une part et la connaissance des fonctions des gènes individuels portés par l’ADN d’autre part. La connaissance des séquences permet ainsi de contrôler le lieu de la coupure (par design de l’ARN guide) et la connaissance de la fonction des gènes d’assigner la mutation à une perte ou un gain de caractéristiques spécifiques.

 La technologie CRISPR- CAS9 ayant émergé en 2012, peu de produits sont encore au stade de la commercialisation car la mise sur le marché nécessite une amplification suffisante de la nouvelle ressource génétique qui prend plusieurs années. On peut citer aux USA des champignons qui résistent au brunissement. Cependant au niveau des laboratoires publics ou privés, de nombreux résultats positifs ont été obtenus par la technique SDN1 sur des   résistances aux    maladies                                                                                                                                                                                                                                    

---résistance à l’oïdium chez le blé ;                                                                                                             ---résistance à 3 potyvirus chez le concombre ;                                                                                         ---résistance au virus des feuilles en cuillère chez le taba                                                                            sur l’amélioration de la qualité des produits ;                                                                                         ---huile plus riche en acide oléique chez le soja ;                                                                                      ---amidon sans amylase chez le maïs waxy pour usage industriel                                            sur la morphologie de la plante ;                                                                                                                     ---nanisme chez l’orge pour résister à la verse.                                                                                                Des résultats moins nombreux ont été jusqu’à présent obtenus par la technique SDN2                                       
---résistance à l’herbicide bispyrac sodium chez le riz et d’autres espèces                                         
---rendement amélioré du maïs sous contrainte hydrique 
  L’amélioration de la résistance à l’oïdium est particulièrement représentative du potentiel de la technique puisqu’elle concerne une action simultanée sur plusieurs gènes dans une même intervention multiplexée. En effet le génome du blé est constitué de l’addition de 3 génomes diploïdes (génome hexaploïde)  chaque gène existe donc sous la forme de 3 paires d’allèles différentes. La mutation réalisée par réécriture du génome sur ces  allèles différents n’aurait jamais pu être statistiquement obtenue par mutagénèse induite aléatoire ni a fortiori par mutagénèse spontanée. Donc à la précision d’intervention et à la vitesse globale du procédé par rapport à la mutagénèse aléatoire on peut rajouter l’intérêt du multiplexage pour des actions simultanées sur plusieurs gènes.                                                                                                     

Au-delà des nombreux résultats déjà obtenus à l’échelle du laboratoire sur l’amélioration des espèces végétales par réécriture du génome, l’exploitation de cette technique par les entreprises du secteur semencier et  de la production de plants sera conditionnée en Europe par la règlementation associée à ces nouveaux produits, règlementation européenne qui est très longue à se dessiner. Leur assimilation à des OGM  représenterait un frein considérable aux recherches publiques et aux investissements privés en amélioration de plantes dans le domaine. Deux courants s’opposent, d’une part celui des lobbys et associations anti OGM  qui voient dans cette rupture technologique un ‘’cheval de Troie’’ pouvant réhabiliter et introduire les biotechnologies dans les systèmes de production. Ils utilisent différents arguments tels que l’appellation ‘’d’OGM cachés’’ en dénonçant le fait que la traçabilité des produits obtenus ne serait pas possible. Ceci est en partie vrai car les mutants obtenus par cette nouvelle voie sont par définition non distinguables des mutants spontanés produits naturellement. Cette observation cependant souligne le caractère très spécifique et limité des modifications induites et ne permet pas de conférer le caractère de plantes transgéniques à ces produits. D’autres critiques concernent les modifications génétiques ou épigénétiques potentiellement associées aux étapes de cultures de tissu « in vitro » nécessaires pour régénérer les plantes pour lesquelles l’écriture du génome a été pratiquée. Ces technologies de culture « in vitro » sont utilisées depuis longtemps en amélioration des plantes sans régulation particulière. D’autre part la grande majorité des chercheurs et des industriels de l’amélioration des plantes sont en faveur de l’application de cette technologie car elle permet d’obtenir des produits beaucoup mieux définis et avec plus de précision que les techniques antérieures de mutations aléatoires ou de transgénèse. Elles ouvrent par ailleurs un champ d’exploitation de la biodiversité végétale beaucoup plus large que les techniques précitées. De plus, nombreux sont ceux qui postulent que pour répondre aux grands défis de l’agriculture du futur, c’est la combinaison des avantages de différentes approches : agro écologie, agriculture de précision, biotechnologies… qui sous-tendra le développement d’une agriculture durablement productive. Enfin il faut souligner l’importance de la filière semence en France avec un chiffre d’affaires total de 3,2 milliards annuels (1er exportateur au plan mondial). Celle-ci, en négligeant les opportunités de la réécriture du génome, perdrait très certainement une part de sa compétitivité au profit d’acteurs extérieurs. 
Exemples d’applications en santé humaine  
Au-delà d’une exploitation à court terme dans le cadre de laboratoires qui permettra sur des modèles animaux de mieux cerner la nature des gènes jouant un rôle déterminant dans l’apparition des principales pathologies, la réécriture du génome apparait comme un complément naturel de la thérapie génique au niveau des études cliniques et des stratégies thérapeutiques. La thérapie génique a émergé il y a plus d’une vingtaine d’années, elle concerne les maladies acquises ou infectieuses et représente essentiellement une voie de correction des maladies génétiques. Celles-ci très nombreuses (jusqu’à 6000) sont causées par des mutations ou des défauts d’un ou plusieurs gènes chez l’organisme malade. Les effets sont plus ou moins graves et peuvent être mortels à terme comme dans le cas de la mucoviscidose. La myopathie de Duchêne, les maladies du système hématopoïétiques sont également très connues. La thérapie génique consiste à apporter un gène normal fonctionnel à l’organisme malade pour compenser les insuffisances du gène défectueux. Les résultats au départ prometteurs se sont révélés par la suite décevants quand on a constaté que les vecteurs viraux utilisés pour le transfert de gènes entrainaient des risques de cancer. Ces vecteurs viraux ont été améliorés en mettant actuellement en jeu des lentivirus et la thérapie génique est passée naturellement du statut de projet théorique à une réalité pratique puisque plus de 2000 essais cliniques ont été réalisés à ce jour. Pour les maladies  génétiques qui touchent principalement les enfants  dont la durée de vie est très écourtée, la thérapie génique représente la seule chance de survie.   L’arrivée de la réécriture du gnome apporte de nouvelles opportunités puisqu’il ne s’agit plus d’apporter le gène qui pourrait s’insérer au hasard dans le génome mais de réparer le gène muté et ceci peut se faire sans intervention de vecteurs viraux mais par apport de ‘’complexes ribonucléiques’’ permettant la coupure ciblée du gène et par la suite sa réparation.   On distingue :

-la thérapie génique somatique qui concerne l’ensemble des cellules de l’organisme à l’exception des cellules sexuelles et pour laquelle l’application de la réécriture du génome peut se concevoir selon 2 approches :                                                                                                   

• une voie directe par apport direct aux cellules d’un organe relativement accessible (foie, rétine) des composants de la machinerie d’édition dans un vecteur viral (comme sur la figure 4, partie gauche)

• une voie indirecte par couplage avec la thérapie cellulaire qui exploite les propriétés des cellules souches. Ces cellules peuvent être de plusieurs types : lymphocytes T (Tcells) qui jouent un rôle dans l’immunité,  cellules souches hématopoïétiques qui donnent naissance aux différentes cellules sanguines et qui sont localisées dans la moelle osseuse (HSCS) ou encore cellules souches pluripotentes induites générées au laboratoire à partir de cellules somatiques adultes (IPSCS) que l’on différencie en types cellulaires spécifiques. Ces cellules sont toutes caractérisées par leur forte aptitude à la division et à la prolifération. Elles peuvent voir leur génome modifié par CRISPr Cas 9 et ensuite être réimplantées dans l’organisme selon les principes de la thérapie cellulaire. Cette stratégie ‘’ex vivo’’ (partie droite sur la figure 4) présente l’avantage de permettre une vérification de la modification génétique avant la réimplantation.   La méthode a déjà donné des résultats intéressants chez des animaux modèles avec la correction de plusieurs pathologies. Des progrès rapides sur les techniques utilisées minimisent les risques et en particulier celui des effets hors cible ( off target) pouvant provoquer des mutations indésirables quand l’approche  ‘’in vivo’’ est utilisée. 
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CRISPR= Clustered regularly Interspaced short palindromic repeats.




FIGURE 4 : Différentes possibilités d’exploitation de la technique de réécriture du génome en thérapie génétique somatique

-la thérapie génique  germinale portant sur les cellules sexuelles ou sur le zygote entraine des modifications génétiques transmissibles à la descendance. Les problèmes sont ici aussi techniques mais surtout éthiques et réglementaires. La convention internationale d’Oviedo ratifiée par la France stipule qu’aucune modification du génome affectant la descendance d’un être humain ne peut être envisagée et en conséquence ce type de recherche n’est pas pratiqué en France. Cependant tous les pays n’ont pas ratifié la convention d’Oviedo et n’ont pas la même rigueur. En Europe, le Royaume uni et la Suède tolèrent les recherches sur l’embryon, aux USA les restrictions ne concernent que l’exclusion de  financements publics pour ce type de recherche, la Chine est très active au plan de la recherche fondamentale. En 2016 un moratoire avait été envisagé pour les recherches sur l’embryon mais un consensus n’avait pu être atteint. Le sujet demeure très sensible et même en France des assouplissements apparaissent avec certaines dérogations pour travailler sur des embryons surnuméraires de fécondation ‘’in vitro ‘’ pour la recherche fondamentale mais sans visée reproductive.    L’émergence de CRISPR -Cas 9 en raison de la facilité d’utilisation et des perspectives de correction de maladie génétique dans le cas de 2 parents portant un gène récessif repose le problème des limites d’autorisation de ces études sur la lignée  germinale.                               

A titre d’exemple, des travaux récents (Ma et al. Nature, août 2017) d’une équipe de l’université de Portland ont montré qu’il était possible de corriger, au stade zygote, une mutation portée par le génome paternel dans le cas d’un gène muté entrainant une anomalie cardiaque (FIG 5). La machinerie de réécriture du génome (en jaune) est apportée lors de fécondation ‘’in vitro’’ en même temps que le spermatozoïde (en bleu) portant l’anomalie génétique (en rouge) .
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 Cette approche en ciblant le stade zygote évite tout effet mosaïque (cellules hétérogènes dans la descendance) et aucun effet hors cible n’a été constaté après séquençage. Les embryons modifiés ont été détruits selon les règlementations américaines .Malgré le succès de ce type d’expérimentation, les auteurs concluent que beaucoup reste à faire avant des applications cliniques. Ce genre d’avancées apparait prometteur et les progrès réalisés dans le contexte de la réécriture du génome devraient faciliter les expérimentations et la sécurité de ces technique
FIG 5 : Exemple de thérapie génique germinale exploitant la réécriture du génome    (travaux de Ma et al.  Nature 2017)
Il est clair que les scientifiques, les associations de malades et aussi l’industrie des biotechnologies exercent une pression pour libéraliser les règlementations et permettre la correction des anomalies génétiques. Des assouplissements sont vraisemblables dans le domaine de la thérapie génique germinale mais 2 exigences doivent être considérées                                               --  celle difficile d’aboutir à un consensus mondial sur les pratiques afin d’éviter la prolifération de cliniques dévoyées réalisant des interventions largement contraires à l’éthique. On  peut citer ici des initiatives comme celles de l’Association for Responsible Research and Innovation in ‘genome editing’ - ARRIGE (https://link.springer.com/article/10.1007/s11248-017-0028-z)                                                                                                                                                            -- celle qui constitue la ligne rouge à ne pas franchir : tolérer des interventions visant à    l’homme réparé mais proscrire celles conduisant à l’homme augmenté. Si cela n’était pas respecté, les barrières éthiques seraient rompues pour ouvrir la voie à l’eugénisme et au transhumanisme 

Conclusions   

 La réécriture du génome (genome editing) apporte des moyens nouveaux d’intervention sur la nature et la fonction des gènes de différents organismes. Pour la première fois on peut de façon relativement simple et rapide, modifier (corriger) de façon précise et durable l’information génétique en opérant sur le gène « in situ » dans son environnement normal. Si la technologie est simple dans son principe et son application au niveau des modifications moléculaires provoquées au niveau de l’ADN, les étapes en amont et en aval faisant appel à la biologie cellulaire (apport de l’outil CRISPR-Cas 9 aux tissus et cellules considérés, régénération d’individus) peuvent se révéler complexes. Ceci est particulièrement vrai dans le domaine végétal où l’objectif est d’obtenir un individu entier modifié au niveau de toutes les cellules de l’organisme à travers des étapes de culture « in vitro ». Par ailleurs, les travaux continuent pour réduire ou supprimer totalement les effets hors cibles et améliorer ainsi la précision et la sécurité de la méthode préalable indispensable aux applications chez l’humain. 

     Au niveau des applications, le domaine qui est le plus actif est celui de l’exploitation de ce nouvel outil en recherche fondamentale pour comprendre à travers des mutations ciblées (« Knock out » de gènes)  la fonction des gènes, leur rôle dans la physiologie ou les pathologies dans toutes les classes d’organismes. 
Pour considérer les avancées concrètes en se  limitant aux domaines de l’amélioration des plantes ou des applications médicales, on peut dire que la situation est complètement différente dans les deux secteurs :  
                                                                                                                                           - Chez les végétaux, un tri peut se faire en aval des modifications provoquées, ce qui est classique dans les techniques déjà anciennes de mutagénèse induite aléatoire ou d’hybridation. Ceci permet de sélectionner les individus recherchés et minimiser l’écueil éventuel des effets hors cible. La technique, au-delà de sa facilité de mise en œuvre, permet d’atteindre des objectifs qui ne peuvent être obtenus par d’autres approches comme des interventions multiplexées (cas d’intervention sur du blé hexaploïde ) ou l’introduction de modifications de séquences correspondant à des caractères intéressants  chez des allèles d’espèces non compatibles  sexuellement.                                                                                                                                                           Le problème majeur en Europe est celui de la lenteur de la mise en place des modalités de réglementation pour la mise sur le marché des produits issus de ces technologies. La classification OGM qui fait l’objet d’un débat nourri, souvent plus sémantique que réaliste, obérerait considérablement l’avenir de cette nouvelle approche très efficace alors que pour répondre aux défis de l’Agriculture de demain, il faudra combiner les avantages de différentes démarches.                                                                                                                                    - Dans   le cas des applications thérapeutiques, la technologie CRISPR-Cas 9 apporte une valeur ajoutée aux approches de thérapie génique mais le problème majeur est celui des effets hors cible quand des contrôles par séquençage ne peuvent être réalisés (cas de la thérapie génique somatique ‘’in vivo ‘’ ou de la thérapie germinale). Au-delà des aspects techniques, les problèmes sont ici de nature éthique, les succès récents dans l’application de la réécriture du génome pour modifier l’ADN d’embryons humains (ceux de Ma et al. cités plus haut ou de Niakan et al. Nature septembre 2017) induisent  des concertations au niveau des Sociétés savantes pour aboutir à des consensus éthiques. Par exemple, il semble admis que des modifications de la lignée germinale peuvent être envisagées pour des objectifs de recherche en biologie fondamentale (sans conservation des embryons). Il est aussi acquis que des applications cliniques ne pourraient être envisagées qu’après un effort important de recherches de base pour vérifier la sureté, la précision et la faisabilité de la technique de réécriture du génome en tant qu’approche clinique potentielle. L’acceptation finale procèderait d’un examen vigilant des alternatives possibles et d’un débat sociétal approprié.

Au final, nous sommes en présence d’une rupture aux retombées potentielles nombreuses qui illustre l’accélération technologique à laquelle nous sommes de plus en plus confrontés. Cette rapidité pose différents  problèmes :
-L’adaptation psychologique du public aux innovations 
-Le décalage temporel entre l’émergence des innovations et des règlementations les concernant            
-Le fait que les nouvelles solutions ne sont pas  suffisamment soumises à l’épreuve du temps. 

Il est clair qu’une technologie aussi puissante appliquée à la modification du génome humain nécessite des contrôles juridiques, règlementaires et éthiques adaptés.                                                                                                                                                 

Pour retrouver sereinement la notion de progrès dans un temps d’emballements technologiques, il faut que la performance technologique s’accompagne de performances sociales, humanitaires et éthiques.

( Communication présentée à l’Académie des Sciences, Inscriptions et Belles-Lettres de Toulouse le 9 novembre 2017.








