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Pourquoi les organismes issus de
Pédition génomique ne sont pas
exclus du Protocole de Cartagena

sur la biosécuriteé

Par Eva Sirinathsinghji

De nouvelles techniques émergentes d’édition
du génome sont promues comme méthodes
plus rapides pour génétiquement modifier
I'information et I'expression génétiques au
sein de régions ciblées du génome. Ces tech-
niques comprennent les courtes répétitions
palindromiques régulierement espacées
(CRISPR), les méganucléases (MN), les nu-
cléases a doigt de zinc (ZFN), les nucléases
effectrices de type activateur de transcription
(TALEN) et la mutagenese dirigée par oligo-
nucléotides (ODM). Le développement de ces
techniques a suscité d’intenses débats quant
a savoir (1) si elles sont réglementées par la
législation actuelle en matiére de biosécurité,
(2) si elles sont stires et (3) si elles doivent étre
soumises aux mémes procédures d’évaluation

et de gestion des risques que les organismes
vivants modifiés (OVM).

Un des arguments avancés par ceux qui
cherchent a exclure les organismes issus de
techniques d’édition génomique de la régle-
mentation, y compris au niveau national,
est que les organismes issus de techniques
d’édition génomique n’entrent pas dans la
définition d'un OVM au sens du Protocole de
Cartagena sur la biosécurité de la Convention
sur la diversité biologique (CDB).

Ce document vise a montrer que les techno-
logies et applications d’édition génomique
actuellement déployées, y compris toutes les
techniques impliquant des systemes basés
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sur le CRISPR, entrent clairement dans la dé-
finition du Protocole donnée a un OVM, que
celles-ci impliquent I'insertion, la suppression
ou l'édition de séquences de génomes.

La définition d’un « organisme vi-
vant modifié » dans le cadre du
Protocole de Cartagena

L’article 3 du protocole de Cartagena fournit
trois définitions qui sont interdépendantes
et doivent étre lues ensemble : « organisme
vivant modifié », « organisme vivant » et « bio-
technologie moderne ».

On entend par « organisme vivant modifié »
« tout organisme vivant qui possede une
combinaison de matériel génétique inédite
obtenue par recours a la biotechnologie mo-
derne ».

Un organisme vivant modifié est donc défini
dans le Protocole comme comprenant unique-
ment les organismes vivants qui :
- contiennentdenouvellescombinaisons
de matériel génétique ; et
- ont été produits en utilisant les
techniques de la biotechnologie moderne
(paragraphe 208, An Explanatory Guide to
the Cartagena Protocol on Biosafety (Guide
explicatif du Protocole de Cartagena sur la
biosécurité) : Mackenzie et al., 2003).

On entend par « organisme vivant » « toute
entité biologique capable de transférer ou
de répliquer du matériel génétique, y com-
pris des organismes stériles, des virus et
des viroides ».

Tandis que le Protocole de Cartagena ne dé-
finit pas la « ressource génétique », la CDB le
définit ainsi : « tout matériel d’origine végé-
tale, animale, microbienne ou autre, contenant
des unités fonctionnelles de I'hérédité ». Par
unités fonctionnelles de I’hérédité, on entend
les acides nucléiques contenant des informa-
tions génétiques. Dans le contexte du Proto-
cole de Cartagena, les ressources génétiques
peuvent étre comprises comme désignant les
acides nucléiques qui contiennent des unités
fonctionnelles de I'hérédité (paragraphe 201,
Guide explicatif).

Une « nouvelle combinaison de ressources
génétiques » peut étre considérée comme
une combinaison dont I'existence n’était pas
connue au moment ou elle a été produite pour
la premiere fois. Mis en rapport avec la défini-
tion de la CDB de ce que constitue le matériel
génétique, cela peut alors étre compris comme
une nouvelle combinaison d’acides nucléiques
contenant des unités fonctionnelles de I'héré-
dité (paragraphe 209, Guide explicatif). Il est im-
portant de noter que la nouvelle combinaison
se rapporte uniquement a une combinaison de
ressources génétiques, méme si cela n’entraine
pas de changement observable (paragraphe
210, Guide explicatif).

Lanouveauté d"une combinaison pourrait ré-
sulter d’une nouvelle forme d’unité fonction-
nelle de I'hérédité, par exemple, résultant d'un
changement qui modifie, dans son ensemble,
la séquence des nucléotides a l'intérieur de
I"unité, que ce soit par altération, insertion ou
suppression d"un ou plusieurs nucléotides. La
nouveauté pourrait également résulter d'un
nouvel arrangement des unités fonctionnelles
de I'hérédité, par exemple I'introduction de
matériel génétique d’especes différentes ou
le réarrangement des ressources génétiques
d’une méme espece. Une combinaison nou-
velle pourrait résulter d'un seul changement
au sein d"une séquence de nucléotides ou de
changements beaucoup plus importants (pa-
ragraphes 211-212, Guide explicatif).

Selon le protocole de Cartagena, la nouvelle
combinaison de matériel génétique doit étre
« obtenue par I'utilisation de la biotechnologie
moderne ». Ceci est un critere fondamental
dans la définition d'un OVM. Le fait qu'un
organisme soit ou non un OVM au sens du
Protocole dépend du fait que la « biotech-
nologie moderne » soit ou non utilisée pour
créer une nouvelle combinaison de ressources
génétiques.

La « biotechnologie moderne » est définie
comme suit dans le Protocole de Cartagena :
« L’application de :

a. techniques in vitro de production d’acide
nucléique, y compris la recombinaison de
I"’ADN et l'injection directe d’acide nucléique
dans des cellules ou organites, ou

b. la fusion de cellules au-dela de la famille
taxonomique,



qui franchissent les barrieres naturelles de la
reproduction ou de la recombinaison phy-
siologique et qui ne sont pas des techniques
utilisées dans la reproduction et la sélection
traditionnelles ».

Cela comprend donc, sans s’y limiter, les tech-
niques in vitro d’acide nucléique appliquées
a l'insertion, la suppression et la modifica-
tion des ressources génétiques (paragraphe
215, Guide explicatif). Les deux qualifications
sont d"une part, que les barrieres physiolo-
giques naturelles de la reproduction ou de
la recombinaison doivent étre franchies, et
d’autre part, qu’il ne s’agit pas de techniques
utilisées dans la sélection et la reproduction
traditionnelles.

En résumé, pour qu'un organisme vivant soit

défini comme un OVM au titre du Protocole

de Cartagena, il doit remplir trois criteres :
1. Torganisme contient de nouvelles
combinaisons de ressources génétiques ;
2. ilaété produit parle biais d"un recours
aux techniques de la biotechnologie
moderne (y compris lapplication de
techniques in vitro d’acide nucléique, ou
la fusion de cellules n‘appartenant pas a la
famille taxonomique) ; et
3. les techniques biotechnologiques
modernes utilisées ont franchi les barrieres
naturelles de la reproduction ou de la
recombinaisonphysiologiqueetnesontpas
des techniques utilisées dans la sélection
et la reproduction traditionnelles.

Critére 1 : Porganisme contient de
nouvelles combinaisons de matériel
génétique

Pour les systemes basés sur le CRISPR, la
technique implique 1'utilisation de séquen-
ces d’ARN guide (ARNg) qui sont produites
synthétiquement pour cibler une séquence
d’ADN (ou d’ARN) d’intérét pour « I'édi-
tion ». L’ARNg dirige ensuite I'enzyme de
coupure de I’ADN Cas9, ou endonucléase,
vers la séquence d’intérét, ou il coupe ensuite
I’ADN. Une fois ’ADN coupé, le mécanisme
de réparation deI’ADN de la cellule est activé
et I’ADN est réparé. Si le processus de répa-
ration entraine l'insertion ou la suppression
de petits morceaux de matériel génétique

(« indels »), le résultat est appelé application
de la nucléase dirigée par le site (SDN) 1.
Les applications SDN-1 sont utilisées pour
détruire des genes de maniere imprécise. Par
ailleurs, si l'intention est « d’éditer » un gene,
del’ADN supplémentaire est également intro-
duit, lequel fournit le modele de l'altération
souhaitée qui peut ensuite étre copiée dans
le gene de I'organisme cible. C’est ce que 'on
appelle le SDN-2. Les systemes basés sur le
CRISPR sont également utilisés pour insérer
de I’ADN transgénique dans un site cible, en
introduisant un modele d’ADN aux cotés du
mécanisme du CRISPR. On fait alors référence
au SDN-3.

De méme, les TALEN, MN et ZFN peuvent
étre congus pour réaliser des applications
SDN-1, -2 et -3 « d’indels », d’édition ou d’in-
sertion de séquences d’ADN transgénique.
Toutefois, ceux-ci different des systemes
basés sur le CRISPR en ce qu’ils ne déploient
pas d’ARNg en vue de cibler des séquences
d’ADN spécifiques, mais sont plutot des en-
zymes a base de protéines dotés de sites de
reconnaissance de I’ADN ayant vocation a se
lier et a couper des séquences d’ADN parti-
culieres d’intéreét.

L’ODM, en revanche, implique I'introduction
de courtes sections d’ADN, appelées oligo-
nucléotides, soient des hybrides d’oligonu-
cléotides ADN/ARN. Ces oligonucléotides
sont identiques a la séquence cible a modifier,
excepté pour l'altération que 'on souhaite
introduire. Ces modeles d’ADN se lient a
la séquence cible, apres quoi le mécanisme
naturel de réparation de la cellule reconnait
I'inadéquation entre son propre ADN et celui
du modele de réparation.

L’objectif d’ensemble de toutes les techniques
d’édition du génome estl'introduction de mo-
difications génétiques jusqu’alors inexistantes,
de maniere a générer de nouveaux traits au
sein des organismes vivants, que de ’ADN ait
été inséré ou non. Que ces techniques soient
mises en ceuvre pour générer des « indels »,
des « éditions » ou des « insertions », toutes
visent a générer de nouveaux traits en géné-
rant de nouvelles combinaisons d’ADN, que
de ’ADN transgénique soit effectivement
inséré ou non.



Il est donc clair que toutes les techniques d'édition
du génome produisent une nouvelle combinaison
de matériel génétique, et qu'elles remplissent donc
le premier critere.

Critere 2 : lutilisation de la bio-
technologie moderne (y compris
Papplication de techniques in vitro
d’acide nucléique, ou la fusion de
cellules n’appartenant pas a la fa-
mille taxonomique)

A T'heure actuelle, la grande majorité des
techniques d’édition du génome implique
I'application de techniques d’acide nucléique,
impliquant 'utilisation d’acides nucléiques
d’ARN ou d’ADN a un stade donné du pro-
cessus.

Les techniques basées sur le CRISPR (y com-
pris les double-nickases et les « éditeurs » de
base) peuvent étre réalisées de différentes
manieres, qui impliquent toutes I'introduc-
tion d’acides nucléiques d’ADN (acronyme
d’acide désoxyribonucléique) ou d’ARN
(acronyme d’acide ribonucléique). L’approche
traditionnelle consiste a introduire des plas-
mides d’ADN qui codent pour la machinerie
CRISPR. En d’autres termes, le plasmide est
introduit de maniere permanente dans le
génome de l'organisme cible et peut ensuite
étre retiré par rétrocroisement, c’est-a-dire
qu’il peut étre exprimé de maniere transitoire.
Des techniques plus récentes opérant sans
ADN ont été développées, qui impliquent soit
I'introduction de molécules d’ARN messager
qui codent pour la machinerie CRISPR, soit
I'introduction directe de ribonucléoprotéi-
des constituées de la protéine Cas9 avec la
molécule d’ARN guide (Metje-Sprink et al.,
2019).

Comme pour les techniques basées sur le
CRISPR, les méthodes classiques TALEN,
ZFN et MN impliquent l'introduction de
plasmides d’ADN qui expriment chacun et
de maniere respective des TALEN, ZFN ou
MN, lesquels sont soit introduits de maniere
permanente dans le génome de 1'organisme
cible (et retirés ultérieurement si souhaité),
soit de maniere transitoire. Il a également été
démontré la possibilité que ’ARN messager

effectue du code pour la machinerie TALEN
dans les cellules végétales (Stoddard et al.,
2016).

Des exceptions limitées ont été démontrées
en laboratoire en utilisant des TALEN et des
MN (Luo et al., 2015), ou l'apport direct des
formes protéiques respectives des nucléases
a été effectuée dans les plantes pour générer
un organisme dont le génome a été modifié.
Bien que l'on puisse dire que ces méthodes
ne remplissent pas le critere 2, celles-ci sont
actuellement beaucoup moins efficaces que
I'apport de plasmides d’ADN et il est peu
probable qu’elles soient largement utilisées.

Les techniques ODM peuvent étre réalisées en
introduisant directement les oligonucléotides
dans le génome de I'organisme cible, lesquels
peuvent étre sous formes d’ADN ou d"hybri-

des d’ADN/ARN.

Les techniques basées sur le CRISPR, le ZFN et
I"ODM impliquent toutes 'utilisation d’acides nu-
cléiques (soit de ’ADN, de I’ARN ou des hybrides
d’ADN/ARN) pour effectuer des fonctions d'édi-
tion génomique, et remplissent donc le critere 2. La
plupart des techniques TALEN et MIN, a quelques
exceptions pres, impliquent 'utilisation d’acides
nucléiques (soit des hybrides d’ADN ou d’ARN)
pour effectuer des fonctions d'édition génomique,
et remplissent donc le critere 2.

En outre, méme si la nouvelle combinaison
de matériel génétique obtenue par la bio-
technologie moderne est ensuite transférée
dans un autre organisme par le biais de
techniques traditionnelles de sélection ou
de reproduction, I'organisme qui en résulte
est également un OVM au sens du Protocole
(paragraphe 214, Guide explicatif). Une telle
définition inclurait donc les organismes issus
de I'édition génomique qui introduisent une
cassette d’ADN permettant de coder des nu-
cléases qui est ensuite retirée par le biais de la
sélection traditionnelle (comme c’est souvent
le cas avec les CRISPR, TALEN, ZFN et MN),
ce qui remplirait le critere 2, dans la mesure
ou l'étape précédente aurait déja impliqué
I'application de techniques d’acide nucléique
pour générer une nouvelle combinaison de
matériel génétique.



résultat, est réglementé

Il est essentiel de souligner que le critere 2
garantit que le processus, et non le résultat,
est réglementé et évalué, afin de permettre
la détection d’effets non désirés, dont cer-
tains sapent la distinction théorique entre
les applications de 'ODM, et de la SDN-1,
-2 et -3. Des insertions involontaires de
matériel génétique ont été détectées, a la
fois sur les sites cibles et hors cible (Li et al,
2015 ; Liang et al., 2017 ; Ono et al., 2019 ;
Norris et al., 2020 ; Skryabin et al., 2020), un
effet qui est associé a toutes les nucléases
qui introduisent des cassures double brin
de 'ADN (y compris CRISPR, TALENS,
ZFNs et MNs). Ainsi, bien que l'intention
de’ODM, du SDN-1 ou du SDN-2 n’impli-
que pas l'insertion permanente d’ADN, les
preuves actuelles suggerent que cela peut
souvent étre un résultat théorique plutot
que pratique.

Parmi les autres effets non désirés docu-
mentés figurent les modifications hors cible
dans d’autres parties du génome, par exem-

Le critére 2 vise a garantir que le processus, et pas seulement le

ple les mutations, les réarrangements com-
plexes a grande échelle, les translocations,
les insertions et les suppressions, ainsi que
la production de nouvelles protéines (Wolt
et al., 2016 ; Mou et al., 2017 ; Shin et al.,
2017 ; Zhu et al., 2017 ; Kosicki et al., 2018 ;
Tuladhar et al., 2019). Méme les altérations
d’un seul nucléotide peuvent avoir des
répercussions sur la fonction d'un gene,
que ce soit a 'endroit ciblé ou a tout autre
endroit non ciblé.

En outre, le processus d’édition génomi-
que implique généralement des supports
techniques qui sont identiques aux ancien-
nes techniques de transgénese, y compris
la transformation de cellules mises en
culture. Ces processus sont associés a des
effets non désirés tels que des suppressions
et des réarrangements (voir, par exemple,
Kim et al., 2003 ; Latham et al., 2006 ; Ma-
karevitch et al., 2003 ; Rang et al., 2005 ;
Windels et al., 2003).

Critére 3 : les techniques de bio-
technologie modernes utilisées ont
passé outre les barrieres naturelles
de la reproduction ou de la recom-
binaison physiologique et ne sont
pas des techniques utilisées dans
la reproduction et la sélection tradi-
tionnelles

Il est clair que les techniques d’édition génomi-
que ne sont pas des techniques utilisées dans
la sélection et la reproduction traditionnelles.
Ces organismes fruit de I'édition génétique
sont générés sans qu'aucune reproduction
n‘ait lieu, par l'utilisation de techniques bio-
technologiques modernes pour introduire
des changements génétiques. Il est également
évident qu’elles contournent les barrieres
naturelles de la reproduction ou de la recom-
binaison, I'édition du génome permettant
des modifications qui ne se produiraient pas
naturellement (voir I'étude de Kawall, 2019).

Comme détaillé ci-dessous, les techniques
décrites peuvent étre utilisées pour effectuer
une ou plusieurs modifications qui permettent
de passer outre les barrieres naturelles de la
reproduction ou de la recombinaison.

L’un des principaux avantages offerts aux
développeurs d’OVM est la possibilité d'uti-
liser I'édition génomique pour effectuer des
modifications simultanées ou successives du
matériel génétique, une application appelée
multiplexage. De nombreux traits végétaux
sont régis par une multitude de genes. Les
techniques CRISPR, TALENSs, ZFNs et MNs
offrent maintenant un moyen de cibler plu-
sieurs genes a la fois, ou des copies multiples
d’un méme gene (ainsi que des paralogues),
ce qui n'a pas encore été réalisé avec les
techniques conventionnelles de sélection, de
mutagenese chimique ou transgéniques a ce
jour (par exemple, voir Kawall, 2019 ; Ran et
al., 2018 ; Wang et al., 2018 ; Li et al., 2018 ; Qi



et al., 2016 ; Cai et al., 2018 ; Bao et al., 2015
; Suzuki et al., 2013 ; Hauschild et al., 2011).
L’altération de toutes les copies d'un gene
est tres importante pour les plantes, de nom-
breuses especes ayant des copies multiples
d’un gene en raison de la polyploidie (soit la
possession de plus de deux copies de chaque
chromosome) ou de la redondance génétique
(soient des copies multiples d"un gene). Ni la
sélection conventionnelle ni les mutations na-
turelles ne sont capables de modifier toutes les
copies d’une séquence génétique. En théorie,
de telles altérations sont possibles, méme si les
démonstrations de multiplexage de différents
genes ou de copies multiples de genes avecla
MO semblent actuellement limitées (Jansing
et al., 2019).

L’édition génomique permet en outre de
générer des mutations dans des régions du
génome qui sont habituellement protégées
par des mécanismes de réparation de ' ADN
existant naturellement. La variation génétique
se produit naturellement dans les organismes
en raison de nombreux mécanismes. Les mu-
tations peuvent survenir spontanément a la
suite de facteurs environnementaux externes,
par exemple suite a une exposition aux rayons
UV du soleil ou a des substances mutagenes,
ou en interne a la suite d’erreurs commises lors
delaréplication de I’ADN ou de sous-produits
métaboliques mutagenes, par exemple dansle
cas d’especes réactives a 1'oxygene. Les mu-
tations résultant de ces facteurs déclenchent
des mécanismes de réparation de I’ADN, qui
se traduisent par une protection préférentielle
de régions particulieres de I’ADN, telles que
celles contenant des genes. Les mécanismes
de réparation deI’ADN fonctionnent donc de
maniere a empécher l'accumulation excessive
de mutations dans les régions de ’ADN ou
les séquences doivent étre conservées pour
maintenir leurs fonctions clés, par exemple
les séquences codant pour les genes. Les
techniques d’édition génomique prennent
donc le pas sur les mécanismes de réparation
endogenes avec la possibilité de modifier les
séquences génétiques conservées. En outre,
il est prouvé que les mutations résultant des
techniques d’édition génomique ne sont pas
réparées par les mémes processus que ceux
qui se sont produits naturellement, avec des
taux d’erreur élevés dans la réparation des
mutations induites par le CRISPR (Brinkman
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etal., 2018). Les systemes CRISPR/Cas ont été
utilisés pour modifier des séquences conser-
vées, par exemple lorsqu’ils ont été appliqués
aux technologies du forcage génétique (Kyrou
et al., 2018). Il a également été démontré que
les TALEN, ainsi que les ZFN, ciblent les
séquences conservées (Suzuki et al., 2013 ;
Bilichak et al., 2020).

Une variation génétique naturelle est égale-
ment générée lors de la méiose, la production
de gametes tels que les spermatozoides et les
ovules. La méiose, un processus biologique
fondamental, est responsable de la variation
génétique des organismes sexuellement repro-
ductifs en recombinant le contenu génétique
hérité des deux parents. L'échange de matériel
génétique entre les chromosomes au cours de
ce processus se produit de maniere non aléa-
toire, dans des régions définies des chromo-
somes, parfois appelées les « points chauds »
de la recombinaison. En revanche, 1’'édition
génomique permet de modifier I’ADN dans
des régions dites « points froids », surmon-
tant ainsi ces limites naturelles. Le CRISPR/
Cas a été utilisé pour surmonter les effets
d’entrainement de liaison lorsque des genes
désirables sont liés a des genes indésirables
dans des régions peu recombinantes (Roldan
et al., 2017 ; Soyk et al., 2017). Qui plus est,
le CRISPR est a I’étude pour la manipulation
des événements de recombinaison méiotique
en vue d’accroitre la diversité génétique des
cultures ; mais la recherche et le développe-
ment en la matiere semblent encore en étre a
leurs prémisses (Taagen et al., 2020).

En résumé, toutes les techniques d'édition gé-
nomique permettent de passer outre les barriéres
naturelles de la reproduction et de la recombinaison
par une multitude de mécanismes. Celles-ci ne
sont pas non plus des techniques utilisées dans
la sélection et la reproduction traditionnelles, et
remplissent donc le critere 3.
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