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Résumé — Les premiers animaux transgéniques, des souris, ont été obtenues en 1980.
Les techniques de transfert de géne ont di étre adaptées chez une quinzaine d’espéces
pour obtenir des rendements de transgenése acceptables. Lorsque ces rendements sont
faibles (faible taux d’intégration aléatoire et intégration ciblée par recombinaison ho-
mologue), les transformations génétiques doivent étre effectuées dans des cellules in-
termédiaires capables de participer au développement de chiméres transgéniques (cel-
lules ES, cellules EG, cellules somatiques dédifférenciées en cellules iPS) ou dans des
cellules somatiques donneuses de noyau pour obtenir des clones transgéniques. Divers
outils permettent d’augmenter trés notablement la fréquence de la recombinaison ho-
mologue (méganucléases et ZFN) et ainsi d’inactiver un géne au niveau de PADN
(knock out direct ou conditionnel) ou au niveau de I’ARN messager (ARN interférents).
Des vecteurs permettent une expression de plus en plus fiable des transgeénes. Les ani-
maux génétiquement modifiés sont utilisés surtout pour obtenir des informations sur
les fonctions biologiques et les maladies humaines. Des animaux transgéniques pro-
duisent, dans le lait et bientét le blanc d’ceuf, des protéines recombinantes d’intérét
pharmaceutique. Des porcs dont les organes ont été adaptés pour étre tolérés par les
patients pourraient commencer a étre utilisés dans cinq ans. Les applications de la
transgenése pour améliorer les productions des animaux d’élevage sont actuellement
peu nombreuses. Des saumons a croissance accélérée pourraient étre mis en vente
lorsque leur dissémination sera controlée.

Mots clés : Transfert de géne / médecine / élevage

Abstract — Applications of genetically modified animals.

The first transgenic animals, mice, were obtained in 1980. The techniques of gene trans-
fer had to be adapted to obtain transgenic animals with an acceptable yield in about
fifteen species. When the yield is low (low rate of random integration and targeted
integration via homologous recombination), genetic modifications must be achieved in
intermediate cells able to participate to the development of chimeric transgenic ani-
mals (ES cells, EG cells, iPS obtained by the dedifferentiation of somatic cells) or in
somatic cells used as nuclear donor to generate transgenic clones. Various tools make
possible a marked increase of homologous recombination efficiency (meganucleases and
ZFN), or a gene inactivation at the genome level (direct or conditional knock out) or at
the mRNA level (interfering RINAs). Vectors allow a more reliable transgene expres-
sion. Genetically modified animals are used mainly to obtain information on biological
functions and human diseases. Transgenic animals produce recombinant pharmaceu-
tical proteins in milk and soon in egg white. Pig organs adapted to be tolerated by
patients might be tested in humans in five years. The projects based on the use of
transgenesis to improve animal production are presently few. Transgenic salmons with
accelerated growth might be on the market when their possible escape in oceans will
be controlled.
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Les geénes ne se transmettent que tres peu spon-
tanément d’un individu a un autre en dehors de
la reproduction et des infections virales et encore
moins d’une espece a une autre. Si tel n’était pas
le cas, lintégrité des individus et l'existence des
especes ne seraient pas possibles. Diverses méthodes
ont été mises au point au début des années 80 pour
transférer des genes étrangers chez les animaux, et
perfectionnées depuis. En pratique, les OGM alimen-
taires résultent de transferts de genes dont le pro-
cessus n’est pas totalement controlé, dans la me-
sure ou lintégration des genes est plus ou moins
aléatoire. Il n’est pas encore possible de cibler en
routine et a un cout acceptable l'intégration dun
gene étranger dans les plantes mais cela est possible
chez les animaux. Il est par contre tout a fait pos-
sible de connaitre a posteriori le site d’intégration
du geéne et de vérifier son intégrité ainsi que celle
du site d’intégration du transgene. Les méthodes de
transfert de géne ont par ailleurs une efficacité rela-
tivement limitée. Des dizaines voire des centaines de
lignées de plantes transgéniques sont donc préparées
et seules quelques-unes d’entre elles, ne présentant au-
cun défaut décelable, sont conservées pour étre ex-
ploitées. Chez les animaux, diverses méthodes ont du
étre mises au point pour s’adapter aux spécificités bio-
logiques des différentes especes (Houdebine, 2005). Ces
méthodes sont résumées dans la figure 1.

Les méthodes de transfert de gene

La microinjection directe du gene dans un des pro-
noyaux des embryons avant la premiere division est
utilisable chez les mammiferes mais avec des ren-
dements tres variables allant de 2 % chez la sou-
ris & moins de 0,1 % chez la vache. Chez les oi-
seaux, les vertébrés inférieurs et les invertébrés, les
pronoyaux ne sont pas visibles et le géne doit étre
injecté en plus grande quantité dans le cytoplasme
de l'embryon avec des rendements tres variables se-
lon les especes (figure 1, méthode 1). Pour augmenter
la fréquence des intégrations, il est possible d’intro-
duire le géne d’intérét dans un transposon (figure 1,
méthode 2) (Moisyadi et al., 2009) ou un vecteur len-
tiviral (figure 1, méthode 3) (Pfeifer, 2006). Les trans-
posons et les vecteurs lentiviraux ne peuvent véhiculer
des fragments d’ADN dont la taille est supérieure res-
pectivement & 3 kb et 8 kb. L’ICSI (intracytoplas-
mic sperm injection) est une méthode de fécondation
particulierement efficace et maitrisée chez plusieurs
especes. Elle est utilisée pour transférer des génes dans
les embryons. En pratique, elle consiste a congeler et
décongeler des spermatozoides pour rompre leur mem-
brane plasmique, a les incuber en présence du gene et

a les microinjecter dans le cytoplasme des ovocytes
(figure 1, méthode 4) (Moreira et al., 2007).

Lorsque la transformation génétique a un tres
faible rendement, il est nécessaire de passer par
des cellules intermédiaires capables de participer au
développement d’un embryon. Les premieres cellules
utilisées a cette fin, des 1986, sont des cellules ES
(embryonnaires souches) qui dérivent de la masse cel-
lulaire interne des embryons au stade blastocyste.
Ces cellules sont pluripotentes (capables de partici-
per au développement de n’importe quel organe apres
réintroduction dans un blastocyste adoptif mais in-
capables d’assurer seules le développement d'un em-
bryon) et de telles lignées n’ont pu étre obtenues que
chez la souris (figure 1, méthode 5). Plus récemment,
des lignées de cellules multipotentes ont pu étre
établies a partir des gonades feetales de poulet (cel-
lules EG, figure 1, méthode 5) (van de Lavoir et al.,
2006). Plus récemment encore, il a été montré que
des cellules somatiques différenciées pouvaient retrou-
ver leur pluripotence apres transfert de trois genes
exogenes dont I'expression caractérise les cellules pu-
ripotentes naturelles (cellules iPS : induced Pluri-
potent Cells, figure 1, méthode 5) (Pera & Hasegawa,
2008). Les cellules pluripotentes sont utilisées pour
I’addition non ciblée de geénes lorsque les méthodes
1-4 sont inopérantes et lorsqu’une intégration ciblée
par recombinaison homologue est visée pour invalider
spécifiquement le geéne ciblé (knock out) ou pour cibler
I'intégration du gene étranger dans un site spécifique
du génome (knock in). Le gene peut également étre
intégré dans une cellule somatique dont le noyau
est ensuite transféré dans le cytoplasme pour don-
ner naissance a un clone transgénique. Cette méthode
(figure 1, méthode 6) permet l'introduction aléatoire
de gene, 'invalidation de gene et 'intégration ciblée
de gene.

La recombinaison homologue utilisée pour cibler
Iintégration ou le remplacement de gene est un
phénomene dont la fréquence est faible. Elle peut
étre trés notablement augmentée en clivant ’ADN
génomique au site ou doit avoir lieu le ciblage du
gene. Un tel clivage peut étre réalisé par des en-
zymes de restriction appelées méganucléases qui re-
connaissent spécifiquement des régions de I'ADN
relativement longues (environ 20 paires de bases)
(Cohen-Tannoudji et al., 1998) ou des ZFN (Zinc Fin-
ger Nuclease). Des données récentes indiquent que
des méganucléases peuvent étre ingéniérisées pour re-
connaitre un site choisi du génome. Plusieurs cen-
taines de telles méganucléases capables de reconnaitre
spécifiquement un site naturel et choisi du génome hu-
main sont actuellement disponibles (Porteus & Caroll,
2005). La transgenese ciblée a ainsi pu étre obtenue
chez un poisson de laboratoire, le médaka (Woods &
Schier, 2008). Les mémes outils peuvent induire une
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Fig. 1. Les différentes méthodes pour 'obtention d’animaux transgéniques. Ces méthodes sont détaillées dans la partie

« Les méthodes de transfert de géne » du texte.

invalidation ciblée d’'un gene dans un génome. Pour
ce faire, une méganucléase reconnaissant le site choisi
est introduite dans une cellule, y compris chez un em-
bryon, sans y adjoindre un fragment d’ADN capable
de provoquer le remplacement de géne par recombinai-
son homologue. L’ADN est ainsi clivé au site ciblé et il
est soumis a une réparation imparfaite spontanée qui
crée des mutations locales aléatoires. Ce phénomene
appelé NHEJ (Non Homologous End Joining) conduit
a une invalidation de geéne ciblée (Wilson, 2008) mais
aussi dans certains cas a la restauration d’un gene
naturellement muté et devenu inactif. Ces méthodes
peuvent en principe étre appliquées a des embryons
mais aussi a des cellules pluripotentes ou encore a des
cellules somatiques utilisées ultérieurement pour obte-
nir des clones transgéniques. Ces méthodes devraient
pouvoir étre utilisées chez les végétaux.

L’utilisation des animaux transgéniques

L’addition ou l'inactivation d’un gene chez un animal
est un des moyens essentiels pour déterminer le fonc-

tionnement ainsi que le role de ce gene et en particulier
son éventuelle implication dans une maladie humaine
(Houdebine, 2006a). Les AGM sont donc depuis le
début utilisés tres majoritairement par les biologistes
pour des études fondamentales.

Il est en principe possible d’adapter les organes
de porc pour qu’ils puissent étre transplantés a des
receveurs humains sans étre puissamment rejetés. Des
progres dans ce sens sont encourageants mais la mise
en ceuvre de ces outils reste incertaine (Houdebine,
2006b).

Le transfert d’'un gene dans une cellule ou un or-
ganisme vivant conduit a la synthese de la protéine
codée par le transgene. Une protéine ainsi obtenue
est qualifiée de recombinante. Le lait ou le blanc
d’ceuf d’animaux portant un gene codant pour une
protéine d’intérét pharmaceutique peuvent étre une
source abondante et peu couteuse de ce nouveau
type de médicaments. Les protéines candidates sont
de types tres variés, comme des facteurs sanguins
(facteurs de coagulation, albumine...), des enzymes,
des vaccins, des anticorps anti-cancer, des hormones
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(hormone de croissance, insuline, EPO...), des
protéines de structure (collagene, fibrinogene.. . ), des
facteurs de croissance, des médiateurs cellulaires, etc.
Une protéine humaine préparée a partir du lait de
chevres transgéniques (lantithrombine IIT dont le
nom commercial est 'ATryn) a recu en 2006 l'au-
torisation de mise sur le marché par l’agence eu-
ropéenne du médicament, 'EMEA. Les feuilles ou
les graines des plantes peuvent étre utilisées dans le
méme but mais avec quelques restrictions. Certaines
protéines humaines ne sont pas synthétisées sous une
forme satisfaisante par les cellules végétales, elles ne
sont en particulier pas convenablement glycosylées.
Certaines plantes cultivées en plein champ peuvent
laisser échapper de petites quantités des protéines
recombinantes qu’elles contiennent, ce qui pourrait
induire une réaction immunitaire chez les personnes
se trouvant a leur contact et provoquer chez elles
des réactions auto-immunes. Une alternative en cours
d’étude serait d’utiliser des algues microscopiques ou
des lentilles d’eau qui peuvent étre cultivées en toute
sécurité dans des bassins confinés (Houdebine, 2008,
2009).

Une série de projets en cours a pour but d’ob-
tenir des lignées d’animaux de ferme génétiquement
améliorés (Laible, 2009). Des vaches et des cheévres
sécrétant dans leur lait diverses protéines anti-
bactériennes, lysozyme humain, lactoférine humaine
et lysostaphine bactérienne (Maga et al., 2006;
van Berkel et al., 2002; Wall et al, 2005) ou des
anticorps monoclonaux ayant des actions anti-virales
(Castilla et al, 1998; Kolb et al, 2001) pour-
raient protéger les consommateurs animaux et hu-
mains contre ces agents pathogenes infectieux par
voie orale. Des vaches dépourvues du gene PrP,
et donc insensibles aux prions, ont été obtenues
et sont en cours d’étude (Richt et al., 2007). Des
poissons-chats d’élevage exprimant un peptide d’in-
secte anti-bactérien, la cécropine B, sont devenus
résistants a des bactéries (Dunham, 2009). Des sou-
ris surexprimant la partie soluble du récepteur du
virus de la maladie d’Aujeszky des porcs sont deve-
nues résistantes au virus (Ono et al., 2004 ; Ono et al.,
2006).

Des vaches, des chevres et des souris dont le
lait a été modifié pour diminuer son contenu en
protéines allergénes indésirables (en particulier la
(-lactoglobuline, Li et al., résultats non publiés) ou
en lactose qui induit une intolérance pénible chez de
nombreux humains (Jost et al., 1999) sont en cours
d’étude. Des vaches dont la teneur du lait en caséine-(3
et en caséine-x a été modifiée ont été obtenues dans le
but d’améliorer la préparation de certains produits, les
fromages notamment (Brophy et al., 2003). Le lait de
truies transgéniques enrichi en a-lactalbumine d’ori-
gine bovine et en IGF1 a une meilleure valeur nutri-

tive et permet de diminuer significativement les pertes
de porcelets (Wheeler et al., 2001).

Des souris et des porcs exprimant des genes d’acide
gras-désaturase ont une teneur en lipides de type
oméga-3 augmentée dans leur lait et leur graisse cor-
porelle, et moins de lipides polyinsaturés que ’on sait
néfastes pour la santé humaine (Reh et al., 2003 ; Saeki
et al., 2004 ; Lai et al., 2006).

Des porcs transgéniques produisant moins de phos-
phate polluant dans leurs urines et leur feces sont
également disponibles. Ceci a été rendu possible en fai-
sant sécréter dans leur salive une enzyme bactérienne,
la phytase, qui dégrade ’acide phytique riche en phos-
phate des végétaux de la ration alimentaire des por-
cins alors que ces animaux ne sont pas naturellement
capables de digérer ce composé (Golovan et al., 2001).

L’'impact des AGM destinés
a I'alimentation humaine

Aucun des projets décrits plus haut n’a encore regu
I’autorisation pour développer I’élevage et la mise sur
le marché d’AGM. Le projet le plus avancé est celui qui
concerne des saumons a croissance accélérée. Ces ani-
maux sont intéressants d’un point de vue commercial
et environnemental dans la mesure ol ils consomment
un peu moins de nourriture et occupent moins long-
temps les cages ou ils sont élevés. Leur élevage com-
mercial n’est pas encore autorisé et le restera tant que
les aquaculteurs n’auront pas donné la preuve qu’ils
ont trouvé des moyens pour empécher 1’évasion in-
controlée de ces saumons dans la mer ou pour rendre
impossible le croisement avec leurs homologues sau-
vages. Il est probable que les saumons transgéniques
n’auraient pas un impact négatif significatif sur les
saumons sauvages. Les saumons a croissance accélérée
ont en effet un métabolisme trés stimulé par I'hor-
mone de croissance mais pas une capacité accrue pour
se procurer de la nourriture. Les études réalisées dans
des conditions mimant autant que possible le milieu
marin suggerent qu’ils sont défavorisés en milieu sau-
vage. Ceci ne peut toutefois pas étre prouvé formel-
lement a ’aide de modeles expérimentaux et, en cas
de probleme, le mal serait tres difficilement réversible
étant donné les espaces immenses et incontrolables que
constituent les océans (Kaputchinsky et al., 2007).

Les projets les plus séduisants sont actuellement
ceux qui concernent les maladies des animaux. Des
animaux devenus génétiquement résistants a des ma-
ladies limiteraient en effet 1'usage de substances phar-
maceutiques, les pertes inutiles, la souffrance des ani-
maux, les inquiétudes des éleveurs et la transmission
de certaines de ces maladies a 'homme.

La situation est de toute évidence tres différente
en ce qui concerne l'utilisation des plantes et des
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animaux génétiquement modifiés pour l'alimentation
humaine. Ceci tient a la relative difficulté et au cott
d’obtention des animaux transgéniques fondateurs.
Ce fait limite le nombre de lignées qui peut étre
obtenu. Le développement de lignées de gros ani-
maux d’élevage est lui-méme soumis a la lenteur natu-
relle de leur reproduction. La maitrise des techniques
de la reproduction est capable de réduire ces délais
mais pas de les abolir. Les essais qui peuvent étre
réalisés sont et resteront moins nombreux que chez les
végétaux. Les transgenes doivent donc étre porteurs
d’une amélioration substantielle pour que leur usage
soit justifié.

Les projets en cours ne se développent que relati-
vement lentement. Le cotlt élevé de I'expérimentation
impliquant de gros animaux est une des causes de
cette lenteur. La dissémination incontrélée dans ’en-
vironnement de la majorité des animaux d’élevage ne
pose pas de probleme. Le soupgon qui pése sur les
OGM en tant que tels nuit a ’étude de faisabilité des
projets concernant les AGM. La pertinence de cer-
tains projets est contestée avant méme qu’ils aient pu
atteindre un stade autorisant 1’évaluation des avan-
tages et des risques qu’ils comportent (Kang & Leaf,
2007).

Les animaux d’élevage posent des problemes qui ne
concernent pas les plantes. Les méthodes d’élevage ac-
tuelles ne sont pas toutes optimales pour préserver le
bien-étre des animaux. Des réglementations, en parti-
culier européennes, améliorent progressivement le sort
des animaux d’élevage. Il est largement admis que les
modifications génétiques d’animaux destinés a 1’ali-
mentation humaine ne devraient en aucun cas s’ac-
compagner d’'une diminution de leur bien-étre.
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