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Résumé : La transgénese permet de replacer un gene dans son environnement complexe qu’est
un organisme entier. Elle comprend [’addition de genes étrangers, mais aussi le remplacement
d’alléles et ’inactivation ciblée de genes. Pour le regne animal, la transgénese permet 1) de
mieux comprendre les mécanismes de la régulation de [’expression des genes, mais aussi leur
fonction dans [’organisme 2) de créer des modeles pour [’étude de maladies humaines, 3)
d’adapter des cellules et des organes pour des transplantations a [’homme, 4) de produire
massivement des protéines pharmaceutiques dans le lait, le blanc d’ceuf ou le sang, 5)
d’accroitre la diversite génétique des animaux d’élevage. Les techniques de transfert de génes
ont di étre adaptées aux différentes especes. Les vecteurs d’expression des transgenes sont
devenus beaucoup plus performants. Les techniques pour [’obtention d’animaux transgéniques
(ou animaux génetiquement modifiés, AGM) dans le but d’améliorer les productions animales
et les colts ne sont plus des facteurs limitants.

Les premiers animaux d’élevage génétiquement modifiés, des saumons, devraient étre sur le
marché en 2013. Les applications de la transgénese animale doivent également faire face a
des problemes de biosécurité spécifiques (disséemination irréversible des animaux) et
d’acceptabilité par les consommateurs en rapport avec le bien-étre animal. Cette revue se
propose de faire le point sur les avancees de la transgénese animale.

Mots clefs : Animaux transgéniques, animaux génétiquement modifiés (AGM), recherche
fondamentale, modeéeles de maladie humaines, production d’organes et de protéines
pharmaceutiques, amélioration des productions animales, confinement, bien-étre animal.

1. Introduction

La transgénése est le prolongement logique de la sélection génétique classique fondée sur le
choix des meilleurs géniteurs provenant de mutations spontanées, aléatoires et inconnues, ainsi
qu’a Uobtention d’hybrides interspécifiques comme le mulet dans le domaine animal ou comme
le triticale dans le domaine végétal. Le gene sélectionné classiquement sur la base du
phénotype, donc de ses effets biologiques, est le plus souvent inconnu ainsi que les genes
environnant de la méme portion de chromosome. La sélection classique présente donc plusieurs
limites intrinseques : la reproduction sexuée ne procede que par une redistribution des diverses
versions naturelles ou obtenues par des mutagéneses expérimentales aléatoires des genes de
’espece. Une autre limite vient du fait que la reproduction sexuée ne redistribue pas des genes
individuellement mais des portions plus ou moins longues de chromosomes dans lesquelles se
trouvent éventuellement des genes d’intérét. La sélection classique se caractérise donc en
pratique par une co-sélection de genes d’intérét et de dizaines voire de centaines de genes
inconnus situés au voisinage des genes d’intérét et qui sont co-transmis au cours des
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générations successives. Ceci conduit parfois a ’émergence de génes ayant des effets
indésirables (Figure 1). Un processus de sélection réussi peut alors se révéler inexploitable en
pratique.
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Figure 1. La sélection génétique via la reproduction ou la transgéneése.

D’un point de vue expérimental, la transgénese est plus subtile, plus précise et elle permet
surtout de procéder a des modifications génétiques tres variées en une seule génération. La
transgénese permet d’éviter de co-sélectionner en aveugle les dizaines ou centaines de genes
qui entourent le géne d’intérét dont les effets sont attendus. La transgénese peut aussi dans
certains cas modifier localement le fonctionnement du génome, induisant ainsi des effets
inattendus qui doivent étre pris en compte tant pour s’assurer de la pertinence d’un modele que
pour évaluer d’éventuels problémes de biosécurité.

La transgénese s’appuie sur des modifications génétiques effectuées a partir de génes connus
et disponibles. Elle comprend U’addition non ciblée ou ciblée de génes étrangers, le
remplacement d’alléles et Uinactivation ciblée de genes. Le remplacement d’alléle consiste a
substituer une version d’un gene par une autre version naturelle ou obtenue par génie
génétique. Cette opération correspond a la mutation spécifique d’un gene de l’organisme qui
aurait pu se produire spontanément a la suite d’une sélection classique portant sur un nombre
élevé voire trés élevé de générations. Cette technique se distingue donc de la transgénese et
elle porte le nom de cisgénese.

Par définition, la transgénese suppose que les modifications génétiques de ’organisme soient
transmises a la descendance en général par la reproduction sexuée. Elle concerne donc toutes
les cellules de l'organisme et la modification génétique doit pour cela avoir lieu dans I’embryon
au stade une cellule ou dans des cellules capables de participer au développement de
’embryon.

La sélection classique et la transgénese ne s’opposent donc pas, mais au contraire se
compléetent. La sélection classique permet de favoriser l’émergence de caractéres dépendants
de plusieurs genes inconnus. La transgénése excelle par contre lorsqu’il s’agit de transférer un
caractére précis dépendant d’un géne connu. Les techniques de la sélection classique sont par
ailleurs mises en ceuvre pour disséminer les caractéres portés par les transgenes dans des
individus de l’espece ayant des fonds génétiques variés.
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2. Les techniques de transgénése
2.1. Le transfert direct de génes dans les embryons

Les techniques de transgénése concernent deux types de problémes : le transfert de genes et
le contréle de Uexpression des transgenes. Ces techniques ont été décrites dans un livre
(Houdebine, 2003).

2.1.1. La microinjection d’ADN

Les premiers organismes transgéniques ont été obtenus en 1980 (Gordon et al. 1980). Il
s’agissait de souris portant un gene étranger introduit par microinjection dans un des pronoyaux
des embryons au stade ‘une cellule’. Cette technique est encore la plus utilisée chez la souris,
le lapin et certains poissons. Son rendement est de 'ordre de 1-2 transgéniques pour 100
embryons de souris et de lapins microinjectés. Chez les animaux ovipares, les pronoyaux ne
sont pas visibles et la microinjection doit avoir lieu dans le cytoplasme. Les genes étrangers
s’integrent de maniére non ciblée avec, pour des raisons inconnues, un rendement tres variable
selon les especes. Une variante de la technique, la nanoinjection, permet de multiplier par 4 le
taux d’intégration de I’ADN étranger chez la souris. La survie des embryons est par ailleurs plus
élevée qu’avec la microinjection (Aten et al. 2012).
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Figure 2. Les différentes méthodes de transgénese basée sur le transfert direct d’ADN dans
des embryons ou sur I'utilisation de cellules intermédiaires. Les méthodes 1) 2) 3) et 4) sont
décrites dans le texte (partie 2.1.). Méthode 5) : les modifications génétiques peuvent étre
effectuées dans des cellules souches pluripotentes provenant des embryons (cellules ES) ou de
cellules somatiques d’organes dédifférenciées in vitro (cellules iPS : induced pluripotent cells)
ou dans des cellules souches multipotentes de gonades foetales (cellules EG). Les cellules
pluripotentes réintroduites dans un blastocyste receveur participent au développement de tous
les organes et donnent naissance a des animaux chimeres transgéniques. Les cellules EG
donnent naissance a des animaux dont les gonades et les gametes portent les transgénes qui
sont transmis a la descendance. Méthode 6) : les cellules somatiques qui ont recu des genes
étrangers peuvent étre utilisées pour engendrer des animaux clonés transgéniques.
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Cette méthode a permis d’obtenir en 1982 (Palmiter et al. 1982) des souris devenues géantes
car porteuses d’un gene supplémentaire de U’hormone de croissance. Cette expérience a
démontré que la transgénese permettait des études physiologiques nouvelles in vivo. En 1985,
des lapins, des moutons et des porcs transgéniques ont été obtenus par la microinjection d’ADN,
démontrant que la transgénése devait étre possible chez de multiples especes (Hammer et al.
1985). Cette expérience a également montré que la technique utilisée était trop peu efficace. Il
a donc fallu rechercher d’autres méthodes de transfert de genes. Ces méthodes sont résumées
dans la figure 2.

2.1.2. Utilisation des transposons

Les transposons sont des éléments naturels des génomes capables de s’auto-répliquer et de
s’intégrer dans le méme génome via l’action d’une intégrase (ou transposase) dont le gene est
porté par le transposon. Il est possible d’introduire un gene d’intérét dans des transposons qui,
en s’intégrant, insérent le gene étranger efficacement. Plusieurs transposons ayant des origines
diverses ont été optimisés notamment en augmentant [’activité des intégrases pour avoir une
efficacité élevée dans différentes especes animales. Les transposons sont régulierement utilisés
depuis plus de deux décennies pour obtenir des insectes transgéniques.

Le transposon piggyBac est particulierement utilisé pour obtenir des oiseaux transgéniques via
le transfert des génes étrangers dans des PGC (cellules primordiales germinales qui sont a
l’origine des cellules EG) (Park et Han, 2012 ; MacDonald et al. 2012 ; Urschitz et al. 2010 ; Liu
et al. 2013). Le transposon Tol2 est efficace chez les poisons aussi bien que chez la souris et il
est capable de transférer jusqu’a 66 kb d’ADN étranger (Suster et al. 2009 ; Sumiyama et al.
2010). Le transposon Sleeping Beauty a été considérablement amélioré et le mutant SB100X est
particulierement efficace (Garrels et al. 2011 ; Mates et al. 2009). Il est intéressant de noter
que le piggyBac s’integre preferentiellement au voisinage de genes ou l’intérieur de génes. Le
piggyBac peut donc ainsi provoquer des altérations du génome de ’hote. Plusieurs vecteurs
dérivés du piggyBac et contenant le gene de lintégrase ou contenant une intégrase auto-
inactivée sont disponibles (Urschitz et al. 2010 ; Marh et al. 2012). Il est remarquable que le
piggyBac s’est avéré capable de transférer des fragment d’ADN de 150 kb chez la souris
(Rostovskaya et al. 2012). Le transposon SB100X ne s’integre pas dans des régions du génome
riches en genes et on ne s’attend donc pas a ce qu’il interfere avec l’expression des génes de
’hote. Le SB100X peut étre présent en multiples copies indépendantes dans le génome de
’hote. Toutes les copies semblent également actives et le niveau d’expression des transgenes
est proportionnel au nombre de copies intégrées. Le SB100X s’intégre donc préférentiellement
dans l’euchromatine ou il est protégé contre les mécanismes épigénétiques conduisant a
l’extinction des transgenes. Le SBX100 est stable et son niveau d’expression est maintenu chez
les descendants des fondateurs transgéniques.

Les transposons peuvent transférer des genes efficacement dans des embryons d’especes
variées, dans des cellules en culture ES, EG ou iPS, et directement dans les PGC in vivo par
lipofection a l’aide du transposon Tol2 (Tyack et al., 2013) ainsi que dans les cellules somatiques
devant étre utilisées comme source de noyaux pour le clonage (SCNT). La manipulation des
transposons ne comporte pas de risques particuliers elle ne nécessite aucun confinement
spécifique.
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2.1.3. Utilisation de vecteurs viraux

Les rétrovirus doivent s’intégrer dans les génomes des cellules hotes pour se répliquer. Des
vecteurs rétroviraux et plus particulierement des vecteurs lentiviraux sont capables d’infecter
des embryons et de permettre U'intégration d’un gene étranger avec une haute efficacité. Des
adaptations de la méthode ont permis d’obtenir des animaux transgéniques de différentes
especes (Hiripi et al. 2010 ; Lillico et al. 2011 ; Miao et al. 2010 ; Richtie et al. 2009). Ces
vecteurs sont limités par la taille des fragments d’ADN qu’ils peuvent véhiculer. Ils sont bien
adaptés pour exprimer des genes codant des ARN interférents (voir 2.4). Des vecteurs
lentiviraux les plus utilisés dérivent du VIH et des singes transgéniques ont pu étre obtenus a
’aide de vecteurs dérivés du virus simien VIS.

L’intégration des vecteurs lentiviraux n’est pas contrélée par les expérimentateurs et les
transgenes portés par ce type de vecteurs sont sensibles aux mécanismes épigénétiques
d’extinction. Cette limite est contrebalancée par la haute efficacité du transfert de genes. Il
est ainsi possible d’obtenir des porcs transgéniques exprimant des transgenes a des taux
différents et ayant un fonds génétique propre. De tels animaux peuvent constituer des modeles
particulierement précieux pour I’étude de maladies humaines complexes dont la gravité dépend
du taux d’expression des genes responsables de la maladie. Le nombre des fondateurs, chez le
porc notamment, est si élevé qu’ils peuvent étre utilisés directement sans constituer une
dépense excessive.

Des vecteurs dérivés de I’AAV (Adeno Associated Virus) peuvent également transférer des
genes dans des embryons de maniere aléatoire ou ciblée (Larochelle et al. 2001).

2.1.4. Utilisation de ’ICSI

La fécondation in vitro peut étre réalisée par microinjection de spermatozoides actifs ou non
dans le cytoplasme d’ovocytes. Cette méthode (ICSI : Intra Cytoplasmic Sperm Injection) qui est
appliquée couramment a U’espéce humaine a été mise a profit pour transférer des genes. Les
spermatozoides sont congelés et décongelés pour rompre leur membrane plasmique. Ils sont
ensuite incubés en présence de ’ADN a transférer. Dans ces conditions, ’ADN se fixe sur les
cellules mais ne s’integre pas. Les spermatozoides chargés en ADN sont alors microinjectés dans
des ovocytes. L’ADN ainsi transféré s’intégre avec une fréquence supérieure a celle obtenue
avec la microinjection d’ADN. Cette méthode est utilisée avec succes chez la souris, le porc et
le poisson médaka (Moreira et al. 2007 ; Yong et al. 2006 ; Liu et al. 2011). La limite de la
méthode est essentiellement la maitrise que ’on a ou pas de UICSI dans les différentes especes.

2.2. Le transfert de genes via des cellules intermédiaires

Lorsque les modifications génétiques ont lieu avec une trop faible fréquence, il est
nécessaire de procéder a ces modifications dans des cellules qui ont la capacité de participer au
développement d’embryons. Ces cellules doivent également étre capables de transmettre les
modifications génétiques a la descendance. Ces situations se rencontrent lorsque l’intégration
spontanée et aléatoire de I’ADN étranger est un événement rare et lorsque ’on souhaite cibler
Uintégration du gene étranger. Cette opération nécessite une recombinaison homologue entre
UADN étranger et sa cible génomique. La recombinaison homologue est 100 a 1000 fois moins
fréquente que la recombinaison hétérologue qui est responsable de ’intégration aléatoire non
ciblée. Les différentes cellules mises a contribution sont décrites dans la figure 2.
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2.2.1. Utilisation des cellules ES

Historiquement ce sont les cellules ES (Embryonic Stem Cells) de souris qui ont été utilisées
les premieres pour procéder a des intégrations ciblées de genes (Bronson et Smithies, 1994 ;
Capecchi, 1989) (Figure 2, méthode 5). La transposition de cette méthode a d’autres espéces
n’a pas été possible pendant plus de deux décennies malgré des efforts soutenus. En effet, les
cellules pluripotentes provenant d’embryons se différencient spontanément pendant la culture.
Elles perdent alors leur pluripotence et sont incapables de transmettre les modifications
génétiques qu’elles portent a leur descendance. Il y a quelques années seulement des cellules
ES de rat authentiques ont pu étre obtenues en ajoutant dans les milieux de culture des
substances qui bloquent la différenciation spontanée des cellules ES (Hamra, 2010).

2.2.2. Utilisation des cellules iPS

Les cellules iPS (induced Pluripotent Cell) ont été obtenues par une dédifférenciation de
cellules somatiques provenant de divers organes. La dédifférenciation est induite par le
transfert dans les cellules somatiques de quatre des genes qui caractérisent U'état de
pluripotence des cellules ES. Les cellules iPS sont considérées comme des cellules pluripotentes
méme si leurs propriétés sont moins bien connues que celles des cellules ES. Des souris
transgéniques ont pu étre obtenues a partir de cellules iPS portant un gene étranger (Lee et
Lloyd, 2011). Des cellules iPS ont été obtenues chez différentes especes y compris chez des
animaux de ferme. Il est donc probable que les cellules iPS vont devenir un outil de plus pour
obtenir des animaux transgéniques (Figure 2, méthode 5).

2.2.3. Utilisation des cellules souches germinales

Pendant presque deux décennies il n’a pas été possible d’obtenir des poulets transgéniques
par les méthodes en vigueur. Les vecteurs lentiviraux et les transposons ont permis de sortir de
cette situation paralysante. La mise en oeuvre de cellules intermédiaires a offert des
possibilités particulierement séduisantes. Des lignées de cellules souches multipotentes de
gonades foetales de poulet (cellules EG, Embryonic Gonad Cells) ont été établies pour obtenir
des poulets transgéniques. De telles cellules introduites dans des embryons receveurs donnent
naissance a des animaux dont les gametes portent les transgénes qui sont transmis a la
descendance (Figure 2, méthode 5) (Van de Lavoir et al. 2006a ; 2006b ; 2012).

Le transfert de génes directement dans les cellules précurseurs des spermatozoides sont
également a l’étude (Honaramooz et al. 2008).

2.2.4. Utilisation des cellules somatiques et du clonage

Le clonage de la brebis Dolly par transfert de noyau dans des ovocytes énucléés (SCNT,
Somatic Cell Nuclear Transfer) a été réalisé essentiellement pour faciliter ’obtention d’animaux
transgéniques. Les modifications génétiques sont effectuées dans des cellules somatiques en
culture et les noyaux de ces cellules sont transférés dans des ovocytes énucléés receveurs pour
donner naissance a des clones transgéniques. Cette méthode relativement laborieuse est
actuellement la plus utilisée pour ’obtention des gros animaux de ferme transgéniques (Robl et
al. 2007). Un des avantages de cette méthode est que la modification génétique peut étre
examinée dans les cellules et validée avant de procéder au clonage. Le rendement de cette
technique est supérieur a la microinjection d’ADN.
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2.3. Intégration ciblée des génes

2.3.1. Utilisation de ’intégrase phiC31

Les cellules d’un certain nombre d’espéces contiennent la recombinase phiC31 qui reconnait
les séquences attB et attP présentes dans un certain nombre de génomes. Cette intégrase cible
par recombinaison homologue l’intégration des vecteurs contenant ces mémes séquences. Une
telle intégration se traduit par la formation in situ de séquences attL et attR qui ne sont pas
reconnues par l'intégrase. L’intégration du gene étranger est donc ciblée et irréversible. Cet
outil a été utilisé avec succés chez la Drosophile (Bateman et al. 2006) et chez certains
poissons. Son usage reste limité.

2.3.2. Utilisation des systemes Cre-LoxP et Flp-FRT

Plusieurs autres systemes de recombinaison sont basés sur utilisation de recombinases
spécifiques de séquences non présentes dans les génomes des animaux. Les deux recombinases
les plus utilisées sont Cre et Flp qui reconnaissent respectivement les sites de 30 nucléotides
environ, LoxP et FRT, qui doivent avoir été introduits dans les génomes des animaux. La loi
d’action de masse implique que U’excision de ’ADN est plus efficace que son intégration. Ces
systemes ne peuvent donc étre utilisés pour l’intégration seulement si le processus d’intégration
engendre des séquences d’ADN incapables de se recombiner et d’éjecter ’ADN intégré. Cette
approche est appelée RMCE (Recombinase-Mediated Cassette Exchange) (Minorikawa et al.
2011). Les systéemes LoxP et FRT sont plus souvent utilisés pour supprimer (‘déléter’) des
régions d’ADN génomique bordées préalablement par des séquences LoxP ou FRT.

2.3.3. Utilisation d’endonucléases ciblées

Le ciblage de génes présente plusieurs avantages. Il permet de procéder a un remplacement
précis d’alléles, de remplacer un gene actif par un gene inactif ce qui revient a invalider le
gene ciblé (KO : knock out) ou par un gene actif non allélique (KI : knock in). Le ciblage de
genes consiste a placer un gene dans un environnement chromatinien connu, ce qui limite tres
fortement les effets de position généralement observés lorsque les genes s’integrent de
maniere aléatoire par recombinaison hétérologue.

Le ciblage de genes n’a, pendant deux décennies au moins, pu étre mis en ceuvre que chez la
souris. Le ciblage de genes repose en effet sur une recombinaison homologue entre les
séquences du géne ciblé et les séquences du vecteur de recombinaison. Ces évenements sont
rares et doivent, selon les méthodes classiques, étre basées sur ’utilisation de cellules ES.
Cette approche a permis d’obtenir des lignées cellules ES dans lesquelles la quasi-totalité de
genes de souris ont été invalidés. Ces cellules sont disponibles et chaque expérimentateur peut
acheter celles dans lesquelles le gene étudié est invalidé (ou remplacé par un mutant du gene)
(Montoliu et Whitelaw, 2011). L’expérimentateur peut obtenir des souris avec le gene invalidé
en transférant les cellules ES mutées dans des embryons receveurs. Ces pratiques sont décrites
en détail dans un livre focalisé sur les souris transgéniques (Houdebine, 2012).

Le ciblage de genes est possible lorsqu’on utilise les cellules EG, les cellules iPS ou le
clonage. Il est apparu toutefois nécessaire d’augmenter le taux de recombinaison homologue
dans les cellules. Ceci a été rendu possible en procédant a la coupure des deux brins d’ADN au
site génomique choisi. Cette coupure est réparée spontanément par la machinerie cellulaire. En
absence d’ADN exogene, la réparation est le plus souvent imparfaite ce qui induit une mutation
ponctuelle selon un mécanisme appelé NHEJ (Non Homologous End Joining). Cette opération est
parfois qualifiée de transgénése sans transgene. Il s’agit en fait d’une mutagénese dirigée
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réalisée directement dans des cellules voire des embryons. En présence d’ADN dont des
séquences sont identiques a celle du site génomique ciblé, la réparation de U’ADN clivé
s’effectue selon un processus de recombinaison homologue dont |’efficacité est plusieurs
centaines de fois plus efficace que celle qui a lieu lorsque I’ADN ciblé n’est pas clivé.

Les outils nécessaires pour obtenir un clivage des deux brins d’ADN au site choisi sont des
nucléases ingéniérisées pour reconnaitre le site choisi. Les nucléases en question sont
actuellement des méganucléases, des ZFN (Zinc Finger Nuclease) (Rémy et al. 2010 ; Meyer et
al. 2010 ; Hauschild-Quintern et al. 2013) et des TALEN (Transcription Activator-Like Endo
Nuclease) (Reyon et al. 2012 ; Nature Methods, 2012). Une quatrieme possibilité consiste a
utiliser des RGEN (RNA Guided Endo Nuclease) également capables de cibler un trés grand
nombre de sites dans le génome des animaux (Mali et al. 2013 ; Mussolino et Cathomen, 2013).

L’efficacité de ces outils est particulierement élevée permettant des ciblages de génes et des
mutations ciblées directement dans des embryons (Rémy et al. 2010 ; Meyer et al. 2010), aussi
bien chez des mammiferes que des poissons (Woods et Schier, 2008).

2.4. Utilisation des ARNi (ARN interférents)

L’inhibition de U'expression de genes spécifiques chez un animal est une des méthodes
essentielles pour identifier leurs fonctions. C’est également un moyen pour bloquer des
infections virales et pour inhiber la synthése de substances toxiques ou allergénes.
L’invalidation de génes (KO) peut étre obtenue par recombinaison homologue (voir 2.3.3.) ou
par NHEJ (voir 2.3.3.). L’inhibition peut également avoir lieu au niveau des ARN messagers ou
au niveau des protéines.

Une découverte fortuite a montré que de longs ARN double brin présents dans des cellules
d’eucaryotes sont clivés de maniére aléatoire en fragments de 20-22 nucléotides par un
complexe de protéines qui dirige un des deux brins vers une séquence complémentaire d’un
ARN. Le complexe inhibe ’ARN ainsi ciblé en le dégradant ou en inhibant réversiblement sa
traduction. Ces petits ARN ont été qualifiés d’ARN interférents (ARNi). Il a également été
montré que les génomes des eucaryotes contiennent plusieurs centaines de genes codant de
petits ARN (les micro ARN, miARN) qui sont modifiés pour devenir des ARNi et agir selon les
méme mécanismes. Les miARN sont donc des éléments régulateurs naturels essentiels de
’expression des génes. Des genes contenant des séquences synthétiques d’ADN codant de petits
ARN peuvent étre transférés dans des cellules ou des organismes entiers et donner naissance a
des ARNi capables d’inhiber les ARN cellulaires ainsi ciblés. Ces opérations ont été qualifiées de
knock down (KD) par analogie avec les KO. Plusieurs vecteurs peuvent étre utilisés pour
exprimer les genes codant des ARNi : des vecteurs lentiviraux (Tiscornia et al. 2003), des
vecteurs contenant des promoteurs de genes codant des petits ARN et transcrits par I’ARN
polymérase |l (Daniel-Carlier et al. 2013) ou des vecteurs transcrits par ’ARN polymérase |l
classiquement utilisés pour la transgénese. Les séquences codant des précurseurs des ARNi
peuvent étre introduites dans les introns des vecteurs de type ARN polymérase Il. Les transcrits
sont alors efficacement maturés pour donner naissance a des ARNi (Ripoll et al. 2010).

Les ARNi ne peuvent pas chez les animaux transgéniques provenir de longs ARN double brin,
alors que cela est possible chez les plantes transgéniques. Les longs ARN doubles brin induisent
en effet des réactions de défense létales chez les animaux : synthése d’interférons, activation
des récepteurs Toll (Sioud, 2006).
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La production d’ARNi doit donc provenir de précurseurs de petite taille. Des régles
empiriques ont été établies pour trouver les séquences d’ARNi les plus efficaces et ne
reconnaissant pas de cibles secondaires dans les génomes. Il est également essentiel de cibler
les ARNi sur des régions des ARNm a inhiber qui sont en simple brin et donc accessibles aux ARNi
(RNAi, Nature, 2009). Un nombre limité d’animaux transgéniques exprimant des genes d’ARNi
ont été obtenus jusqu’a ce jour.

Des genes de précurseurs d’ARNi validés dirigés contre de multiples ARNm murins, humains et
autres sont commercialement disponibles.

2.5. Les constructions de vecteurs pour |’expression des transgenes

2.5.1. Construction de vecteurs de base

Les vecteurs d’expression des genes comprennent au minimum une région promotrice, une
région codante contenant au moins un intron et un terminateur de transcription. De tels
vecteurs simplifiés expriment plus ou moins bien les genes dans des cellules en culture et chez
des animaux transgéniques. Il est par ailleurs aucunement certain qu’un vecteur qui fonctionne
bien dans des cellules en culture soit efficace chez un animal transgénique. Ceci est di au fait
que les genes contiennent de multiples mécanismes pour réguler leur expression via des signaux
qui se trouvent dans les régions promotrices mais également dans les régions transcrites et au-
dela de la région traduite en protéine. Ces signaux ne sont pas tous connus. Construire un gene
revient donc souvent, en partie, a assembler des signaux mal identifiés ce qui peut conduire a
la disparition de signaux importants mais aussi a la création fortuite de signaux déléteres. Des
recommandations pour éviter les mauvaises surprises sont résumées dans un chapitre de livre
(Houdebine, 2009a).

2.5.2. Construction de vecteurs contenant de longues régions d’ADN génomique

Il est maintenant bien établi que les genes des animaux sont régulés par de multiples
mécanismes impliquant des régions de la chromatine parfois tres éloignées du gene (jusqu’a
100 kb voire plus). Les régions éloignées grace a la formation de boucles se positionnent a la
proximité du début de la région transcrite du géene en apportant des facteurs régulant la
transcription. Les mécanismes d’action de ces multiples régulateurs ne sont que partiellement
connus. Certaines régions ont pour effet d’isoler les genes voisins permettant ainsi aux genes
de ne dépendre que de leurs propres régulateurs. D’autres régions agissent comme des
amplificateurs et d’autres enfin ont pour effet de maintenir la chromatine ouverte au site ou se
trouvent le géne ce qui permet aux facteurs de transcription d’atteindre leurs cibles. Une au
moins de ces régions a été étudiée en détail. Il s’agit d’une séquence d’ADN de 300pb qui
appartient a la région 5’HS4 du locus de la globine-béta de poulet. Cette séquence permet a la
majorité des transgeénes de s’exprimer de maniére plus fiable et plus réguliére (Taboit-Dameron
et al. 1999 ; Giraldo et al. 2003).

Il est possible d’introduire un gene dans un fragment d’ADN génomique contenant jusqu’a
150 kb et cloné dans un vecteur BAC (Bacterial Artificial Chromosome) puis de transférer cette
construction dans un embryon ou des cellules participant au développement d’embryons. Ces
constructions permettent souvent une expression des transgenes plus satisfaisante que les
vecteurs de base (Long et Miano, 2007). Le locus DHFR (Dihydrofolate Reductase) est
exceptionnellement capable d’exprimer dans des cellules en culture des genes étrangers tres
variés de maniére spécifique du promoteur et indépendante du site d’intégration du gene
étranger (Bian et Belmont, 2010).
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2.5.3. Construction de vecteurs polycistroniques

Il est parfois nécessaire de produire deux protéines distinctes a partir du méme gene et du
méme promoteur. Des séquences d’ARN présentes dans un certain nombre d’ARNm permettent
aux ribosomes de traduire successivement deux régions codantes ayant leurs propres codons
initiateurs et séparées par un codon stop. Ces séquences appelées IRES (Internal Ribosome Entry
Site) doivent étre placées dans une position adéquate pour optimiser la traduction du second
cistron qui est souvent moins intense que celle du premier cistron (Houdebine et Attal, 1999).
Une autre méthode particulierement performante consiste a ajouter entre les deux cistrons le
peptide 2A qui est spontanément clivé dans la plupart des cellules. Les deux protéines sont ainsi
séparées l’une de l’autre (Deng et al. 2011).

2.5.4. Expression conditionnelle des transgenes

Les vecteurs décrits plus haut permettent une expression des transgenes a partir de
promoteurs qui sont spontanément actifs dans les cellules des animaux transgéniques. Ceci
implique que U’expression des transgenes soit régulée par les inducteurs naturels des genes de
’hote. L’induction d’un transgene peut donc s’accompagner d’une induction non désirée d’un
certain nombre de genes de ’hote.

Des promoteurs artificiels contenant des éléments régulateurs de genes animaux et de génes
bactériens ont été construits. Ces promoteurs sont actifs dans les cellules animales, mais sous la
dépendance de substances actives chez les bactéries mais pas chez les animaux. Le systeme le
plus utilisé comporte un antibiotique, la doxycycline, comme inducteur. En pratique, les
transgenes ne sont activés (ou réprimés selon les cas) que lorsque la doxycycline est
administrée aux animaux et ces inductions (ou répressions) sont réversibles (Malphettes et
Fussenegger, 2006).

2.5.5. Invalidation ciblée conditionnelle des genes

Les systemes Cre-LoxP et Flp-FRT décrits dans la partie 2.3.2. permettent d’éliminer une
région de I’ADN génomique deés lors qu’elles sont bordées par des séquences LoxP ou FRT. Il est
possible de n’exprimer les recombinases Cre et Flp que dans certaines cellules et a certaines
périodes seulement en placant les genes de ces recombinases sous la dépendance de
promoteurs spécifiques des cellules en question. Il est également possible d’utiliser des
promoteurs spécifiques dépendant de la doxycycline. Un étage supplémentaire de controle peut
étre obtenu en utilisant un mutant de la recombinase Cre qui n’est active qu’en présence d’un
inducteur, le 4-hydroxy tamoxifen (Metzger et Chambon, 2001).

2.5.6. Utilisation de leurres

Un certain nombre de mécanismes naturels de régulation reposent sur la surexpression de
leurres qui captent et inactivent ainsi un inducteur. Les leurres, aussi appelés transdominants
négatifs, peuvent étre des protéines. Un exemple est celui de la surexpression dans des souris
d’un récepteur muté de U'insuline. Ce récepteur se lie a ’hormone mais ne transduit pas son
signal dans cellules. Ce modéle mime le diabéte de type Il (Chang et al. 1994).

Un autre exemple est celui du récepteur du virus de la pseudo-rage du porc responsable de la
maladie d’Aujetzki. Ce récepteur permet au virus de pénétrer dans les cellules. La
surexpression de la partie extracellulaire du récepteur du virus sous forme soluble a été
obtenue chez des souris. Le virus a été ainsi piégé par le récepteur soluble et il n’a plus été
capable d’infecter les souris (Ono et al. 2004). Le méme transgene a permis de protéger des
porcs contre le virus.
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Les leurres peuvent également étre des ARN. La surexpression d’un ARN muté du virus H5N1
chez des poulets protege ces animaux contre des infections par le virus. Cette résistance
résulte du fait que UARN leurre se lie a certaines protéines du virus et empéche ainsi la
formation de particules virales fonctionnelles (Lyall et al. 2011).

3. Les applications de la transgénése animale

Les différentes applications de la transgénése animale sont résumées dans le tableau 1.

3.1. La recherche fondamentale et médicale

La transgénése consiste a réintroduire des genes natifs ou mutés ainsi qu’a supprimer une
information génétique précise dans un organisme vivant. Les animaux transgéniques sont
utilisés en trés grande majorité pour la recherche, essentiellement pour déterminer le réle des
genes dans l’expression des fonctions biologiques et pour décrypter les mécanismes de
régulation de ’expression des genes. La transgénese est un des outils essentiels pour étudier
les maladies humaines. Elle permet en effet des créer des modeles pertinents et trés variés.

1) Role des génes dans I'expression des fonctions biologiques

2) Modeles pour I'étude de maladies humaines

3) Adaptation des organes de porc pour la transplantation aux patients

4) Préparation de protéines pharmaceutiques dans le lait ou le blanc d’ceuf

5) Amélioration des productions animales (viande, lait...

Tableau 1. Utilisation des animaux transgéniques.

Quelques especes animales seulement sont utilisées pour ce types d’applications : souris
(Montoliu et Whitelaw, 2011 ; Houdebine, 2012 ; Doyle et al. 2012), rats (Rémy et al. 2010),
lapins (Bosze et Houdebine, 2006; Rabbit Biotechnology, 2009 ; Duranthon et al. 2012), porcs
(Prather et al. 2008), vaches, moutons, chévres (Boulanger et al. 2012), poisson zebre,
drosophiles et un ver nématode Caenorhabditis elegans.

3.2. La production d’organes et de protéines thérapeutiques

3.2.1. L’adaptation des organes de porc pour la transplantation aux patients

La transplantation d’organes animaux a ’homme a été tentée pour la premiere fois il y a un
siecle afin de tenter de pallier le manque d’organes provenant de donneurs humains. Les rejets
tres violents ont empéché ’application de cette technique qui a été délaissée jusqu’a la
découverte des immunosuppresseurs. Ces molécules efficaces pour les allogreffes (donneur et
receveurs sont de la méme espéce) se sont avérées inopérantes pour les xénogreffes (donneur
d’une espece différente du receveur). La pénurie croissante d’organes humains a poussé a
reprendre ’étude des mécanismes de rejet des xéno-organes. Le porc est unanimement
reconnu comme le meilleur donneur potentiel. Il est en effet relativement proche de ’lhomme
et suffisamment éloigné pour ne pas étre la source de pathogénes incontrélables transférables
aux patients. La transgénese joue un role clef dans cette aventure. Elle permet de créer des
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modeéles d’étude des rejets et elle est essentielle pour obtenir les porcs donneurs d’organes.
Deux approches complémentaires sont poursuivies : la suppression par invalidation de genes des
antigenes porcins les plus actifs et le transfert chez le porc de genes capables d’inhiber
localement les mécanismes de rejets chez les patients. Entre 5 et 10 modifications génétiques
apparaissent nécessaires pour atteindre ces buts (Ayares, 2009 ; Petersen et al. 2009). Le succes
de cette entreprise n’est actuellement ni exclu ni certain.

3.2.2. La production de protéines d’interét pharmaceutique

L’idée d’utiliser des protéines comme médicaments est aussi vieille que la découverte des
protéines. Pour étre exploitable comme médicament une protéine doit étre administrée par
injection et devoir étre active a partir du sang, car elles sont dégradées par les enzymes
digestives et ne pénetrent pas spontanément dans les cellules. Les premieres protéines
médicaments ont été obtenues par extraction a partir du sang ou d’organes humains ou
animaux.

Les protéines recombinantes (synthétisées par des cellules étrangeres) ont commencé a étre
exploitées comme médicaments avec la synthése d’insuline humaine par des bactéries. Il est
vite apparu que les bactéries pouvaient produire des protéines actives biologiquement comme
l’insuline, ’hormone de croissance, mais pas les protéines devant subir des modifications post-
traductionnelles comme les glycosylations. Il faut pour ces protéines avoir recours a des cellules
de mammiferes en culture ou chez un animal entier. Le lait et le blanc d’ceuf d’animaux
génétiquement modifiés pour sécréter les protéines médicaments dans ces liquides biologiques
sont considérés comme les systémes les plus performants. Deux protéines médicaments
provenant du lait sont sur le marché. Cette méthode techniquement exploitable ne se
développe que lentement. Les entreprises pharmaceutiques, seules capables de mener a terme
les essais cliniques, ne s’impliquent pas assidiment dans cette aventure. Il semble que ces
entreprises ne sont pas disposées a introduire sur le marché un procédé nouveau susceptible de
réduire le bénéfice qu’elles tirent des protéines préparées a partir de cellules en culture
(Houdebine, 2009b ; Houdebine et D’Aoust, 2011).

Un projet ambitieux a pour but de produire des anticorps polyclonaux humains par des
animaux transgéniques. Ceci implique que les génes des immunoglobulines des animaux soient
inactivés et qu’ils soient dotés des genes correspondants humains. Les animaux apres
immunisation produisent uniquement des anticorps humains. Ces animaux qui sont en cours
d’obtention (vache, lapin, porc et poulet) devraient étre une source abondante et assez peu
colteuse de molécules thérapeutiques traditionnellement accessibles en trés petite quantité
(Houdebine, 2011).

3.3. Amélioration des productions animales

Les applications de la transgénese pour améliorer les productions animales n’ont pas jusqu’a
ce jour été menées jusqu’a la mise sur le marché de produits alimentaires comme cela est le
cas pour les plantes. Les raisons en sont multiples : la transgénése est plus coliteuse et plus
lente que chez les plantes, beaucoup d’efforts ont été porté dans les domaines médicaux et
pharmaceutiques aux dépens de projets concernant l’élevage, les plantes sont en premiére
ligne dans la chaine de production des denrées alimentaires.

Les principaux secteurs ou des avantages sont attendus de la transgénese pour les productions
animales sont résumés dans le tableau 2.
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1) Accélération de la croissance des poissons (saumons, tilipia...), porcs. Croissance musculaire
(myostatine: selon le sexe et la race).

2) Résistance aux maladies: pertes réduites, meilleur bien-étre animal, moindre utilisation
d’'antibiotiques, réduction des zoonoses :

* Mammites: lysostaphine dans le lait (anti-Staphylococcus aureus).

* Infections bactériennes : lysozyme, lactoférine dans le lait,
cécropine chez les poissons.

* Infections virales: porcs résistant a la maladie d’Aujeszky, anticorps monoclonaux
anti-coronavirus, poulets résistant a la grippe , porcs résistants a la peste porcine.

* Prions: gene PrP inactivé.

3) Amélioration de la qualité du lait : moins de lactose et de protéines allergénes, plus de
protéines (pour les porcelets), protéines anti-pathogenes, plus de lipides polyinsaturés oméga-3.

4) Amélioration de la viande : plus de lipides polyinsaturés de type oméga-3.

5) Réduction de la pollution : porcs sécrétant de la phytase dans leur salive.

Tableau 2. Obtention d’animaux génétiquement modifiés pour améliorer les productions animales

Les principaux projets en cours ou interrompus sont résumés dans le tableau 3. Les remarques
que l’on peut faire sur ces projets sont les suivantes :

L’hormone de croissance ne provoque pas une augmentation ou une accélération de la
croissance notable chez les mammiferes domestiques. Un exces de l’hormone entraine des
désordres métaboliques délétéres. Chez les animaux transgéniques les vecteurs ne doivent donc
exprimer que des quantités modestes de [’hormone. Des porcs ayant une croissance légerement
augmentée, un supplément de muscle et un dépot de graisse réduit, sans effet secondaire
indésirable ont été obtenus en Australie (Nottle et al. 1999). Ces animaux présentaient donc
des avantages significatifs pour les éleveurs et les consommateurs. Ces derniers ont rejeté ces
animaux et le projet a dii étre abandonné.

L’hormone de croissance a des effets trés puissants chez le saumon et d’autres poissons. Il
s’agit pour les saumons d’une accélération de la croissance car ces animaux ont comme
d’autres poissons une croissance continue. L’hormone ne peut étre administrée
quotidiennement a une multitude d’alevins. Elle est sans effet par voie orale. La transgénése
permet de contourner ces difficultés. Pour obtenir une présence continue de l’hormone a une
concentration modérée, le gene d’hormone de croissance de saumon a été placé sous la
direction du promoteur d’un gene fonctionnel pendant la saison froide, une période au cours de
laquelle le gene endogeéne du saumon est silencieux. Les saumons transgéniques sont matures
beaucoup plus tot. Ils consomment donc moins de nourriture et occupent moins longtemps les
cages. Leur chair n’est pas altérée, ni toxique. Malgré ces garanties, l’agrément pour |’élevage
en masse de ces poissons n’a toujours pas été attribué par les autorités des USA, car les effets
négatifs potentiels d’une évasion dans la mer de quelques saumons ne sont pas connus avec
précision. Il est prévu d’élever les larves de saumons en eau douce a Terre Neuve ou l’ile du
Prince Edouard et de faire croitre les poissons dans des étangs au Panama. Des barrieres
physiques empéchent ’évasion des saumons et ne sont élevées que des femelles triploides donc
stériles. En cas d’évasion, ni les larves ni les animaux en croissance ne survivraient dans la mer
trop salée pour les larves et trop chaude au Panama. La mise sur le marché de ces saumons est
prévue pour 2013 (Van Eenennaam et Muir, 2011). Le rapport de la FDA (AquAdvantage Salmon,
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Effet physiologique Géne/protéine Espece Références
Croissance accélérée Hormone de croissance Porc Nottle, 1999
Moins de graisse IGF1 Porc Pursel, 1999
Hormone de croissance Saumon Devlin, 2009
Plus de muscle Anti-myostatine Souris Pirottin, 2005
Plus d’acides gras Désaturase (épinard) Porc Saeki, 2004
Poly-insaturés Désaturase (C. elegans) Porc Lai, 2006
Stéaroyl désaturase Chevre Reh, 2004
Lait plus nourrissant Alpha-lactalbumine Porc Wheeler, 2001
Lait moins allergéne Béta-lactoglobuline (KD) Vache Anower, 2012
Lait plus de protéines Caséines Alpha-S1 et K Vache Brophy, 2003
Lait plus anti-bactériens Lysostaphine Vache Wall, 2005

Lysozyme humain
Lactoferrine humaine

Chévre, Vache
Vache

Brundige, 2009
Platenburg, 1994

Yang, 2008
Lait plus anti-tumeur Alpha-lactalbumine humaine Vache Wang, 2008
Résistance au prion PrP (KO) Vache Denning, 2001
Résistance aux bactéries  Cécropine Poisson chat Dunham, 2009
Résistance au virus H5N1 ARN leurre viral Poulet Lyall, 2011
Moins de phosphate Phytase Porc Hakimov, 2009

Lutte contre les insectes

Divers géenes

Divers insectes

Voir 3.3

Tableau 3. Les principaux projets de transgénéese pour I'amélioration des productions animales

2012; Draft Environmental Assessment, 2012) est actuellement soumis a une consultation
publique (Maxmen, 2012). En novembre 2013, le gouvernement canadien a donné son
autorisation a AquaBounty pour développer et commercialiser des alevins de saumon a
croissance accélérée. Cette prise de position augmente les chances que la FDA autorise la
croissance et la commercialisation des saumons. Il n’est pas certains que U’entreprise qui
propose ces poissons aura des retours financiers conséquents. Un échec de ce projet aurait des
effets négatifs pour d’autres projets concernant entre autres des poissons tropicaux sources de
protéines.

L’intégration dans le chromosome Y de souris d’un géne codant pour une protéine ayant un
effet trans-dominant négatif contre la myostatine induit un développement plus intense du
muscle apres la naissance chez les animaux males seulement.

Les changements de composition des acides gras du lait et de la viande sont a priori
favorables pour les consommateurs, mais le succés commercial de ces projets est incertain.

Le lait de truie rendu plus nourrissant permet de sauver plus de porcelets au sevrage. Le lait
de vache ne contenant plus son principal allergene, la béta-lactoglobuline, doit pouvoir trouver
des consommateurs. Le lait de vache enrichi en caséines est plus nourrissant et mieux adapté a
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certaines opérations de U’industrie laitiere. Le lait contenant de [’alpha-lactalbumine humaine
est plus nourrissant et cette protéine a des propriétés anti-tumorales.

Les trois antibactériens diminuent la fréquence des mammites, surtout la lysostaphine. Les
trois protéines permettent une meilleure conservation du lait. Le lysozyme et la lactoferrine
sont abondants dans le lait humain mais en petite quantité seulement dans le lait de vache. Le
lait contenant une ou plusieurs des trois protéines pourrait étre consommé sous une forme ou
une autre pour prévenir ou atténuer des infections bactériennes orales.

De nombreux peptides anti-bactériens sont présents chez les plantes et les invertébrés. L'un
d’entre eux, une cécropine, protege les poissons chat contre des infections bactériennes.

Des poulets résistants au virus de la grippe H5N1 ont été obtenus en exprimant un ARN leurre
du virus. Ce procédé sans risque connu peut s’opposer aux infections par ce virus et aux
zoonoses qui sont une menace permanente.

Des porcs exprimant le géne d’une phytase bactérienne dans la salive des porcs ont été
obtenus. Ces animaux digérent une bonne partie de ’acide phytique qu’ils ingérent. Le
phosphate ainsi libéré est utilisé pour la croissance des porcs qui relarguent de ce fait jusqu’a
60% moins de phosphate polluant dans l’environnement. Ces porcs appelés ‘Enviropigs’ ne
présentent pas d’inconvénients alimentaires ou environnementaux particuliers mais leur mise
sur le marché n’est pas acquise. Ce probleme peut semble-t-il également étre résolu en faisant
exprimer un gene de phytase dans les plantes consommées par les animaux.

Des souris et des porcs transgéniques résistants au virus porcin de la pseudo-rage ont été
obtenus en exprimant un géne codant la partie soluble du récepteur du virus qui joue le role de
leurre pour le virus (Ono et al. 2004). Des ARN interférents dirigés contre un gene précoce du
virus ont également rendu les souris résistantes au virus (Daniel-Carlier et al. 2013).

Le remplacement d’un alléle d’un géne porc conférant aux animaux une sensibilité a la peste
porcine par un alléle connu pour induire une résistance a permis de protéger les animaux contre
la maladie (résultats non publiés). Un insecte, la Drosophile, est tres largement utilisé, via la
transgénese notamment, comme modéle du développement. La lutte contre les insectes est une
préoccupation qui ne va pas en diminuant. L’utilisation de pesticides et la stérilisation en masse
par irradiation des géniteurs sont couramment utilisées mais avec des inconvénients divers. Les
principales raisons de lutter contre les insectes sont leur capacité a disséminer des agents
pathogénes infectieux et a endommager les récoltes (voir ’article de Charles Descoins “La
protection phytosanitaire des cultures”). Il a été montré que le relargage en masse d’insectes
nuisibles stérilisés par irradiation constitue une alternative efficace et peu colteuse a
"utilisation des plantes transgéniques Bt (Tabashnik et al. 2010). La transgénese est en passe de
devenir un outil majeur pour lutter contre les insectes (ACTA, 2010 ; Scolari et al. 2010 ;
Subbraman, 2011). Divers transgenes rendent les insectes stériles ou peu viables (Scolari et al.
2010 ; Lee et al. 2013). D’autres transgenes diminuent la présence des agents pathogenes
portés par les insectes (Kokoza et al. 2010 ; Corby-Harris et al. 2010 ; Deredec et al. 2011; Isaacs
et al. 2012).

3.4. Les perspectives de la transgénése animale

Les techniques de la transgénése animale se sont tres notablement améliorées depuis une
décennie. Développer des animaux de ferme pour améliorer les productions animales est un
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1) Genes codant pour des enzymes digestives (cellulases)

2) Genes favorisant la digestion de I'amidon par des poissons carnivores
3) Geénes favorisant l'ingestion de nourriture

4) Genes réduisant la production de chaleur par les animaux

5) Génes réduisant la production de CH4 et de CO2

6) Genes réduisant la teneur en lactose du lait

7) Genes réduisant la teneur en graisse de la viande et du lait

8) Genes favorisant le dépot de graisse dans le muscle pour améliorer les
qualités gustatives de la viande

9) Genes favorisant le développement musculaire

10) Geénes favorisant le bien-étre animal

Tableau 4. Des transgenes candidats pour les AGM

objectif désormais accessible. Ceci permet de tracer un tableau prospectif des types de projets
qui sont ou vont étre abordés.

Le nombre d’animaux transgéniques modeles de laboratoire devrait se maintenir ou continuer
a augmenter. La production de protéines thérapeutiques a partir d’animaux transgéniques
pourrait augmenter si les entreprises de la pharmacie venaient a s’impliquer d’avantage. La
production de xéno-organes devrait suivre son cours.

Une liste de génes candidats pour améliorer les productions animales se trouve dans le
tableau 4. Plusieurs revues sur le sujet ont été publiées ces dernieres années. (Wall et al. 2009 ;
Niemann et al. 2011; Farhenkrug et al. 2011).

Les grands objectifs, en particulier la lutte contre les maladies et la croissance, vont
demeurer. Une inflexion nette fait apparaitre des projets en rapport avec ’environnement, le
bien-étre animal et une amélioration de la qualité de la nourriture.

Des animaux exprimant dans leur salive des genes de cellulases sont en cours d’étude. La
possibilité de digérer la cellulose améliorerait trés notablement [’utilisation de la nourriture
chez les non ruminants. Dans le méme ordre d’idée, obtenir des poissons carnivores capables de
digérer ’amidon réduirait la dépendance de ces animaux a la consommation de poissons. Il
apparait possible d’augmenter les capacités d’ingestion des animaux ce qui permettrait une
croissance plus rapide et plus économe. Il serait également utile de diminuer la production de
chaleur des animaux qui représente une perte d’énergie. Une diminution de la production de
méthane et de gaz carbonique contribuerait a diminuer U’effet de serre.

Diminuer la concentration du lactose du lait est possible sans perte de qualité du produit. De
méme qu’obtenir du lait plus concentré, contenant moins d’eau qu’il faut actuellement
transporter avec ce que cela comporte comme effets indésirables.

Il est souhaitable de diminuer la teneur globale en graisse de la viande et du lait, car les
acides gras de la graisse stockée ne sont pas les meilleurs pour la santé et leur accumulation est
une perte d’énergie. Paradoxalement, accumuler de petites quantités de graisse dans les
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muscles augmente les qualités gustatives de la viande. Une amélioration du golt de la viande
boeuf est annoncée. Ces animaux expriment le transgene de la FABP (Fatty Acid Binding Protein)
adipocytaire ou le géne DGAT1 qui augmentent la teneur du muscle en acides gras (GM calves
bred to beef up flavor, 2012 - www.globaltimes.cn/content/726991.shtml; Li et al. 2013).

Un accroissement du développement du muscle apres la naissance est envisagée en exprimant
un gene codant une protéine qui inhibe la myostatine dont la fonction est de limiter la
croissance du muscle. Pour optimiser cette approche, il est possible en principe de faire en
sorte que le transgene soit porté par le chromosome Y et exprimé seulement apres la naissance
(Pirottin et al. 2005). Ce protocole appliqué aux vaches permettrait de mieux valoriser les
males des races a lait sans perturber la lactation des femelles ni poser le probléeme des culards
dont les muscles sont hypertrophiés avant la naissance.

Le bien-étre animal peut étre en principe amélioré par la transgénese. Un gene induisant une
castration biochimique réduirait le mal-étre causé par la castration mécanique.

4. La gestion des AGM

4.1. La sécurité de la manipulation des AGM

Toutes les expériences impliquant des AGM soit en milieu confiné soit en milieu ouvert
doivent recevoir un accord au cas par cas d’une commission spécialisée, en France le HCB (Haut
Conseil des Biotechnologies), qui applique des directives de U'UE. Certains des projets
comportent des dangers bien réels. Apres plus de trente ans, on ne déplore aucun accident di a
la contamination d’expérimentateurs ou de l’environnement.

4.2. La sécurité des aliments provenant d’AGM

Des réglementations pour évaluer les risques de la consommation des produits issus d’AGM
par ’homme et les animaux ont été établies a ’image de ce qui existe depuis des années pour
les plantes génétiquement modifiées (PGM). Ces réglementations sont en perpétuelle évolution
pour étre optimisée. L'EFSA (European Food Safety Authority) vient ainsi de préciser les
conditions d’utilisation des tests de toxicité de 90 jours chez des rats.

Les réglementations ont été publiées notamment par la FDA (Food and Drug Administration)
(USA FDA, 2009) et UEFSA (2008; 2012a). La réglementation de ’EFSA comporte un volet sur le
bien-étre animal (EFSA, 2012a) et sur ’impact environnemental des AGM (EFSA, 2012). D’autres
rapports sur le bien-étre animal ont été publiés par des groupes non académiques (Assuring
animal welfare, 2007). D’autres institutions et en particulier le Codex Alimentarius ont adopté
des réglementations trés semblables a celles de la FDA et de I’EFSA.

Les tests de toxicité pour les AGM sont fondamentalement les mémes que ceux en vigueur
pour les PGM. Les plantes contiennent souvent des toxines qui sont des pesticides naturels. Les
plantes ne sont pas sensibles a leurs propres toxines. Les animaux d’élevage sont généralement
considérés comme ne contenant pas de substances toxiques. Si tel n’était pas le cas, ils seraient
les premieres cibles de ces toxines. Les AGM se trouvent donc étre spontanément dans la
position d’animaux expérimentaux capables de révéler les effets déléteres éventuels des
transgenes qu’ils portent.

Les plantes sont considérées comme ne transmettant pas ou tres peu de pathogénes a
’homme. A Uinverse les animaux sont périodiquement a ’origine de maladies humaines. Les
AGM doivent donc examinés minutieusement sur ce plan. Les examens pratiqués au moment de

’abattage des animaux constituent une premiere mesure de sécurité des AGM.
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4.3. Impacts environnementaux des AGM

Le principal impact des AGM sur ’environnement provient essentiellement de leur possible
évasion des lieux d’élevage et la dissémination incontrolée des transgenes. Les risques sont tres
différents selon les especes. Les vaches, les chévres, les moutons et les porcs pourraient
survivre a ’état sauvage, a des degrés divers toutefois selon les races. Les ruminants
domestiqués n’ont plus d’équivalents sauvages dans la plupart des pays. On sait par contre que
les porcs se croisent avec des sangliers pour donner des animaux prolifiques et envahissants.

Les lapins d’élevage ne survivraient sans doute pas longtemps en cas d’évasion. La plupart de
ces animaux sont des races albinos peu adaptées a la vie sauvage. Les renards et les chiens
extermineraient rapidement les fuyards. Une femelle échappée pourrait étre fécondée par un
male sauvage mais ne survivrait probablement pas le temps d’une gestation. A ’inverse un lapin
male échappé aurait le temps de féconder plusieurs femelles sauvages avant d’étre mangé. Les
transgenes pourraient ainsi se disséminer de maniére incontrolée.

En regle générale les animaux qui posent probleme sont ceux qui volent et qui nagent et
peuvent de ce fait se répandre de maniere incontrélée dans de vastes espaces. Le cas des
saumons a croissance accélérée a été traité dans la partie 3.3. Le cas des insectes est
également considéré avec une particuliere attention dans la mesure ou ils sont pour la plupart
destinés a étre disséminés volontairement. Le probleme ne se pose évidemment pas pour les
insectes stérilisés.

La fonction des transgeénes est également prise en compte. Des poissons résistants a des
maladies et ayant une croissance accélérée et de ce fait une reproduction précoce pourrait
coloniser un espace sans que l’on puisse en mesurer les conséquences.

L’EFSA a publié un rapport détaillé sur les différentes situations que ’on peut rencontrer en
incluant les effets secondaires potentiels des transgenes indépendamment d’une évasion (EFSA,
2012b). Un cas concret s’est posé : les vaches exprimant les genes antibactériens décrits dans
le tableau 3 ou les animaux consommant le lait de ces vaches pourraient avoir un impact sur la
flore bactérienne de la prairie ou elles vont paitre. Aucune modification de la flore en question
n’a cependant pas été observée (Xu et al. 2011; Zhao et al. 2012).

4.4. Le bien-étre des AGM

Le bien-étre est considéré comme étant un probleme spécifique des animaux. L’opinion
publique est de plus en plus exigeante en ce qui concerne le bien-étre des animaux d’élevage.
Il n’existe pas de solution totalement satisfaisante a ce probléme. Pour limiter Uutilisation des
animaux en particulier des animaux expérimentaux, la régle des 3R a été proposée et est mis en
application : Remplacement, Raffinement et Réduction (NC3Rs; www.nc3rs.org.uk), auxquels
certains ajoutent un quatriéme R pour Responsabilité. A cela, certains ont rappelé les
contraintes qui demeurent pour ’utilisation des animaux de laboratoire et la regle des 3l a été
proposée: Important, Increasing (en augmentation) et souvent Irreplaceable (irremplacable)
(Editorial, 2012).

L’application de la regle des 3R est une réalité méme s’il est parfois difficile placer le curseur
de Uinterdiction au bon endroit pour ne pas compromettre des recherches importantes tout en
limitant le sacrifice inutile d’animaux. Un livre récent contient une description détaillée de
toutes les techniques de transgénese chez la souris, y compris les recommandations pour
préserver au maximum le bien-étre des animaux. Une partie de ces recommandations est
extrapolable a d’autres especes (Houdebine 2012).
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Plusieurs rapports et articles sur le bien-étre animal ont été publiés (Van Reenen et al. 2001 ;
Van Reenen, 2009 ; Mepham et al. 1998 ; EFSA, 2008 et 2012a ; Assuring animal welfare, 2007 ;
Gannon, 2007). Une maniere de classer les animaux par le niveau du mal-étre qui leur est
infligé peut étre la suivante :

Classe 1 - Animaux de laboratoire essentiellement utilisés pour acquérir un savoir et non
pour un profit direct, effets secondaires relativement fréquents et imprévisibles, utilisés
en nombre réduit ; tolérance possible vis-a-vis de la souffrance.

Classe 2 - Animaux utilisés comme source d’organes ou de substances pharmaceutiques
directement utilisés pour la santé humaine, peuvent engendrer des profits élevés,
peuvent souffrir d’effets secondaires déléteres, connus et reproductibles, utilisés en
nombre limité : tolérance vis-a-vis de la souffrance au cas par cas.

Classe 3 - Animaux de ferme et animaux de compagnies non strictement requis dans la
majorité des cas pour la survie humaine, peuvent engendrer des profits élevés, peuvent
souffrir d’effets secondaires déléteres, connus et reproductibles, utilisés en grand
nombre : aucune tolérance vis-a-vis de la souffrance.

Il est important de noter que le bien-étre animal est essentiellement abordé par ses aspects
négatifs. Il est implicitement admis que la transgénese peut seulement réduire le bien-étre
animal. Bien au contraire, il est attendu que certains animaux transgéniques souffriront moins
du fait qu’ils ne sont pas malades ou qu’ils sont mieux adaptés aux conditions d’élevage.

4.5. L’acceptabilité des AGM

Les PGM ne sont pas acceptées par une majorité de citoyens de U'UE. Cette situation
atypique, non fondée sur des arguments scientifiques, colite 443-929 M€ par an. A ce colt
direct, il faut ajouter le fait que les Européens ont perdu leur capacité de préparer eux-mémes
les PGM dont ils ont besoin. Pour éviter que le méme scénario s’applique au AGM, la Commission
Européenne a soutenu le projet Pegasus (http://www.projectpegasus.eu). Le but de ce projet
de trois ans qui s’est achevé a la fin de U’été 2012, était de procurer aux Européens une
information de qualité et aussi complete que possible sur les AGM, incluant les aspects
scientifiques, techniques, éthiques et économiques. Trois projets ont été examinés en détail
dont deux ont été soumis a ’appréciation de deux jurys de citoyens, [’un dans ’UK et l’autre en
Italie. Les deux jurys ont soutenu modérément le projet « saumons a croissance accélérée » et
plus fermement le projet « production d’anticorps polyclonaux humains » par des animaux
transgéniques.

Une des recommandation de Pégasus qui ont été proposées est que ’UE devrait encourager et
soutenir les laboratoires et les entreprises a préparer les OGM dont les Européens ont besoin. Il
est difficile d’évaluer Uimpact du projet Pégasus sur les citoyens et les décideurs de U'UE.
L’approche des USA est différente. Tous les partenaires impliqués dans ’obtention d’AGM ont
écrit un rapport commun résumant les engagements de chacun d’eux (BIO Guidance, 2009). On
peut s’attendre a ce que la stratégie des USA ait un impact plus fort sur la société que le projet
Pégasus. En effet, ’approche de U'UE repose sur l’idée qu’il n’est pas certain que les AGM
deviennent une réalité commerciale et qu’il est donc préférable d’en éviter l’usage. L’approche
des USA est beaucoup plus positive car elle repose sur I’hypothese que les AGM sont inévitables
car utiles et qu’il est préférable de trouver les meilleures conditions pour les utiliser.
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L’acceptation du clonage animal appliqué a ’élevage est négative bien que les rapports des
experts ont conclu a Uinnocuité des produits issus des clones (EFSA, 2008). La Commission
Européenne n’a pas donné son agrément essentiellement en raison de [’avis négatif du Comité
d’Ethique Européen qui a jugé inacceptable le mal-étre qu’impose cette technique aux
animaux. De maniére inattendu, les consommateurs des USA non pas soutenu le clonage en tant
que technique d’élevage. Les citoyens des USA considerent que le clonage représente une
technique trop drastique imposée aux animaux pour des avantages limités.

Cette observation doit étre pertinente car ’acceptation des AGM apparait faible des deux
cotés de U'Atlantique (Vazquez-Salat et al. 2012 ; Vazquez-Salat et Houdebine, 2013a,b). Une
des raisons peut étre que le clonage est actuellment fréquemment utilisé pour obtenir des
animaux de ferme transgéniques. Les arguments qui ont poussé au refus du clonage sont
probablement aussi ceux qui s’appliquent aux AGM. Ces refus s’appuient probablement sur une
méfiance du progres et sur l'idée trés éxagérée, surtout dans UUE, que toutes ces innovations
ne sont faites que pour augmenter les bénéfices d’entreprises multinationales.
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