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Résumeé - Les performances des outils moléculaires utilisant CRISPR-Cas9, qui permettent de modifier de
maniére ciblée ’ADN, ont suscité de nombreuses applications en recherche et ouvrent des perspectives
prometteuses en clinique humaine. Largement utilisé pour faire naitre des animaux transgéniques aprés
modification ciblée du génome au stade zygotique, CRISPR-Cas9 a été aussi testé sur des embryons humains a
titre expérimental. Bien qu’il existe des indications médicales potentielles pouvant justifier une modification
ciblée du génome de 'embryon ou des cellules germinales, les incertitudes relatives a l'efficacité et a I'innocuité
de la méthode ne permettent pas d’envisager de mettre en ceuvre ce type de thérapie génique germinale a court
terme. Il est cependant nécessaire de réfléchir aux enjeux scientifiques et éthiques de cette démarche.

Mots clés : CRISPR-Cas9, modification du génome, thérapie génique germinale, embryon humain, cellules
germinales

Abstract - CRISPR-Cas9, germinal cells and human embryo. The performance of the molecular tool
using CRISPR-Cas9, which makes it possible to induce targeted modifications of the DNA, has found numerous
applications in research and open promising prospects in human clinic. CRISPR-Cas9 has been widely used to
generate transgenic animals after targeted modification of the genome at the zygotic stage. It was also tested on
human embryos on an experimental basis. Although there are potential medical indications that may justify a
targeted modification of the embryo or germ cell genome, the uncertainties regarding the efficacy and safety of
the method do not allow us to consider implementing such germline gene therapy in the short-term. However, it

is necessary to weigh the scientific and ethical issues involved in this approach.
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Abréviations

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palin-
dromic Repeats

DPI Diagnostic préimplantatoire

DPN Diagnostic prénatal

HDR Recombinaison homologue dirigée (Homology
Directed Repair)

ICSI Intra-Cytoplasmic Sperm Injection

NHEJ Jonction d’extrémités non homologues (Non-

Homologous End Joining)

A la suite des progrés accomplis dans la compréhension
du roéle joué par les génes dans les fonctions cellulaires et
leurs déréglements, on a cherché a modifier la structure de
I’ADN afin d’invalider des génes délétéres, de les corriger
ou de modifier leur expression. La démarche pouvait étre
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entreprise a titre expérimental, y compris en fabriquant
des animaux transgéniques mais aussi dans un but
thérapeutique. Dans les deux cas cependant, les pro-
cédures étaient particuliérement complexes, difficiles &
mettre en ceuvre et réservées a quelques laboratoires
spécialisés.

Récemment, de nouveaux outils moléculaires ont été
développés qui s’inspirent d'un systéme de réparation de
’ADN utilisé par les bactéries, le systéme CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) (Jinek et al., 2012). En effet, ’association d’une
séquence d’ARN guide et d’une endonucléase (Cas9)
permet de cibler trés précisément n’importe quelle
séquence du génome, de couper les deux brins d’ADN
afin de supprimer le fragment de la molécule visé ou
d’insérer une nouvelle séquence d’ADN (Figure 1). La
molécule d’ADN ainsi modifiée sera ensuite réparée selon
des systémes existant dans toutes les cellules, soit par
recombinaison homologue dirigée (HDR), soit par jonc-
tion d’extrémités non homologues (NHEJ).
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Figure 1. Mode d’action du systéme CRISPR-Cas9. La
nucléase (Cas9) est associée a une séquence guide d’ARN qui
permet d’atteindre une cible d’ADN située a proximité de PAM
(Protospacer Adjacent Motif). Cas9 peut alors cliver les deux
brins de la molécule d’ADN situés entre la cible et PAM. Une
autre séquence d’ADN exogéne peut alors étre incorporée.

La méthode utilisant CRISPR-Cas9 est aussi efficace
que les méthodes Talen, nucléases & doigts de zinc et
méganucléases développées auparavant. Surtout, elle est
beaucoup plus simple & mettre en ceuvre et peu cotiteuse,
ce qui explique sa diffusion extraordinaire dans de trés
nombreux laboratoires depuis qu’elle a été décrite
(Doudna & Charpentier, 2014; Ledford, 2015). Ainsi,
Pubmed a référencé en 2016 prés de 1600 articles
mentionnant CRISPR-Cas9 dans le titre, alors qu’il y en
avait a peine une dizaine en 2012. La méthode est en
perpétuelle évolution et ses performances sont encore
susceptibles de pouvoir étre améliorées, notamment par
I'utilisation de nucléases bactériennes dont les modes
d’action sont distincts (Zetsche et al., 2015; Slaymaker
et al., 2016 ; Midic et al., 2017).

Si les expériences actuelles sont menées essentielle-
ment sur des modéles animaux ou des cellules in vitro, les
applications potentielles de CRISPR-Cas9 ont été rapi-
dement envisagées en clinique humaine, que ce soit pour
corriger des mutations en cas d’affection monogénique
(Traxler et al., 2016), pour induire des mutations qui
pourraient avoir un effet protecteur pour lutter contre les
maladies infectieuses (Yin et al., 2017), ou en cancérologie
(Cyranoski, 2016). Dans tous les cas, il s’agirait de
thérapies somatiques.

Le recours & CRISPR-Cas9 sur 'embryon a facilité la
fabrication d’animaux transgéniques et la technique a été
utilisée dans de nombreuses espéces (Tableau 1). Dans ce
contexte, il était inévitable qu’elle le soit aussi sur des
embryons humains. En 2015, une publication chinoise a
rapporté les résultats d’une expérience menée sur des
embryons triploides, donc non transférables. Elle avait
pour but de déterminer si CRISP-Cas9 permettrait de
remplacer le géne muté de la B-globine responsable de la
thalassémie (Liang et al., 2015). Les résultats n’ont pas été
trés positifs, le taux de modifications du géne avec HDR
était faible, certains embryons étaient mosaiques et des

modifications avaient été aussi provoquées hors cible. A
I’époque, les réactions ont été vives, critiquant la
démarche et appelant la communauté scientifique & un
moratoire ou méme a bannir toute recherche ayant pour
but de modifier ’ADN d’un embryon humain (Baltimore
et al., 2015 ; Lanphier et al., 2015).

Depuis 2015, deux nouvelles publications ont rapporté
I'utilisation de CRISPR-Cas9 sur des embryons humains.
L’une, réalisée sur des embryons triploides, avait pour but
d’introduire 'allele CCR5A 32 qui joue un role protecteur
contre l'infection & VIH (Kang et al., 2016), autre a
cherché & corriger des mutations des génes HBB et G6PD
sur des embryons diploides qui avaient été obtenus
expérimentalement par fécondation in vitro faite avec les
spermatozoides d’hommes porteurs des mutations concer-
nées (Tang et al., 2017). Dans les deux cas, ces études ont
confirmé que lefficacité de la recombinaison homologue
dirigée n’était pas trés bonne et des mosaiques ont été
observées. Parallélement, un trés large débat a été ouvert
dans la communauté scientifique internationale et au-dela.
En France, il s’est notamment manifesté par des prises de
positions de I’Académie Nationale de Médecine, du Comité
d’Ethique de 'INSERM et de 1'Office Parlementaire de
I'Evaluation des Choix Scientifiques et Technologiques.

Indépendamment des commentaires concernant
I'efficacité et I'innocuité des méthodes pouvant modifier
de maniére ciblée le génome, le risque que celles-ci soient
utilisées pour répondre & des aspirations triviales ou
eugéniques, selon l'argument de la pente glissante
(Jordan, 2015), a été avancé comme c’est réguliérement
le cas quand une nouvelle technique susceptible de
pouvoir intervenir dans la procréation humaine est mise
au point. Sans s’attarder sur les commentaires mettant
en avant le désir de créer des enfants sur mesure, qui
tiennent plus du phantasme que d’une perspective
réellement envisageable, peut-étre est-il utile de s’inter-
roger sur les enjeux scientifiques et éthiques d’interven-
tions meédicales qui auraient pour but de modifier de
maniére ciblée le génome d’un enfant a naitre.

Enjeux scientifiques d’une utilisation de
CRISPR-Cas9 pour modifier des génes dans
I’embryon ou les cellules germinales humains

L’indication la plus évidente, et sans doute la seule,
serait d’éviter la transmission a I’enfant d’une altération
génique responsable d’une maladie particuliérement
grave. Cet objectif peut étre actuellement atteint en
ayant recours & un diagnostic prénatal (DPN) ou a un
diagnostic préimplantatoire (DPT). C’est la raison pour
laquelle il est souvent affirmé qu’il n’y aurait aucune raison
médicale de chercher & modifier le génome d’un embryon.
Il y a cependant quelques cas exceptionnels ou DPN et DPI
ne peuvent répondre au souhait des parents d’avoir un
enfant en bonne santé, par exemple quand I'un des deux
partenaires est homozygote pour une altération auto-
somique dominante comme la chorée de Huntington ou
quand les deux partenaires sont porteurs homozygotes
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Tableau 1. Modifications génomiques observées chez des petits nés aprés édition du génome embryonnaire au stade zygote du
développement en utilisant la méthode CRISPR-Cas9 par micro-injection.

Auteurs Espece Geéne ciblé Embryons transférés ~ Petits nés  Petits avec géne modifié
Wu et al., 2013 Souris Crygce 472 78 36 (46 %)
Mizuno et al., 2014 Souris Tyrosinase 205 60 28 (46 %)
Whitworth et al., 2014  Porc CD163 93 4 4
CD1D 110 4 2
Niu et al., 2014 Cynomolgus  Ppary, Ragl, Nrobl 83 2 2
Ménoret et al., 2015 Rat Anks3 156 22 4 (18%)
Zou et al., 2015 Chien Myostatine 35 27 2 (7%)
Kou et al., 2015 Furet Dczx 117 15 11 (73 %)
Aspm 64 12 8 (75 %)
Discl 18 4 1
Crispo et al., 2015 Mouton Myostatine 53 22 10 (45 %)
Honda et al., 2015 Lapin Tyrosinase 67 9 2
Wang et al., 2015a Cheévre Mpyostatine, FGF5 416 98 26 (26 %)
Wang et al., 2015b Porc NpclL1 315 34 24 (711%)
Guo et al., 2016 Lapin Myostatine 105 11 11 (100 %)
Chevre Myostatine 18 4 1
Petersen et al., 2016 Porc CGT-A1 86 12 7 (58 %)

d’altérations autosomiques récessives comme celles res-
ponsables de la mucoviscidose. Serait-il alors possible de
corriger le géne déficient en intervenant sur 'embryon ?
L’outil moléculaire CRISPR-Cas9 a été utilisé pour
modifier de maniére ciblée le génome embryonnaire chez
de nombreuses espéces. En général, la construction
moléculaire était micro-injectée in vitro au stade zygote
soit dans le cytoplasme, soit directement dans les
pronuclei (Figure 2). Différents types de génes ont été
ciblés avec pour objectif d’induire une invalidation, une
surexpression ou une modification (Tableau 1). Les
embryons étaient ensuite transférés dans 'utérus de
femelles pseudo-gestantes, soit immeédiatement, soit au
stade blastocyste. Le nombre de petits nés par rapport au
nombre d’embryons transférés a été souvent treés faible. De
plus, ils n’étaient pas toujours porteurs de la modification
souhaitée (Tableau 1). Certains étaient mosaiques, ce qui
peut étre expliqué par une action plus tardive de CRISPR-
Cas9 ou par le fait que la modification génique des alléles
paternels et maternels a lieu a des moments différents lors
de la transition des gamétes vers ’embryon (Suzuki et al.,
2014). Enfin il n’est pas certain que 'intervention n’ait pas
induit des effets non désirés. Les conséquences ne sont pas
graves quand il s’agit de travaux expérimentaux ou les
animaux ne présentant pas les caractéres souhaités
peuvent éventuellement étre éliminés. Prendre de tels
risques serait inacceptable pour une application dans
I’espéce humaine. Il serait donc nécessaire que des tests
controlant lefficacité et I'innocuité de la méthode soient
réalisés sur les embryons avant leur transfert dans I'utérus.
Une autre voie d’approche consisterait & intervenir sur
les cellules germinales avant la fécondation. Les différents
composants du complexe ARN-Cas9 pourraient étre
injectés dans 'ovocyte en métaphase II en méme temps
que le spermatozoide ou de maniére séquentielle (Suzuki

et al., 2014). Aucune expérience de ce type qui aurait
conduit & la naissance de petits ne semble avoir été faite.
L’application de la technique a un stade plus précoce de
I’ovogenése ne serait pas cliniquement envisageable dans
la mesure ot tous les ovocytes contenus dans I'ovaire sont
difficilement accessibles et sont au stade de prophase
méiotique, les ovogonies souches n’étant présentes que
dans l'ovaire foetal.

Il n’en est pas de méme pour la lignée germinale maéle,
les spermatogonies souches pouvant étre prélevées dans les
testicules adultes. Les cellules peuvent alors étre traitées
in vitro par CRISPR-Cas9, puis mises en culture pour
proliférer et former des colonies cellulaires sur lesquelles
peuvent étre réalisés tous les controles nécessaires avant
d’initier la spermatogenése pour produire des spermato-
zoldes porteurs de la modification génique que I'on
souhaite transmettre & 'embryon. La procédure a été
utilisée avec succés chez la souris pour corriger une
mutation du géne Cryge (Crygc/”) responsable de
cataracte. Apreés le transfert des spermatogonies souches
dans le testicule, obtention de spermatozoides et féconda-
tion in vitro, la correction génique a été retrouvée chez tous
les petits nés qui avaient un phénotype normal et chez
lesquels aucun effet hors cible n’a été observé par
séquencage du génome entier (Wu et al., 2015). D’autres
essals ont été faits chez la souris et le rat mais n’ont pas été
aussi efficaces (Chapman et al., 2015; Sato et al., 2015).
Chez ’'Homme, la modification ciblée de génes dans les
spermatogonies pourrait étre envisagée pour éviter la
transmission d’une pathologie monogénique quand le DPI
est impossible, mais pourrait aussi avoir pour but de
corriger des altérations géniques responsables de déficit de
la spermatogénése et de stérilité (Mulder et al., 2016).
Cependant 'obtention de spermatozoides fonctionnels a
partir des spermatogonies modifiées nécessiterait d’avoir
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Figure 2. Etapes du développement de la lignée germinale et de 'embryon avant 'implantation. Les fleches grasses indiquent les
stades dont le génome a été modifié par CRISPR-Cas9 et ayant conduit & la naissance de petits dont le génome a été modifié chez
Panimal (voir texte et Tableau 1). J1, 3 et 5/6 indiquent le nombre de jours correspondant aux stades du développement de ’'embryon

humain.

recours a une spermatogénése in vitro ou a une auto-
transplantation des spermatogonies souches dans les
testicules. Ces deux techniques sont actuellement mal
maitrisées et n’ont pas fait la preuve de leur efficacité et de
leur innocuité.

Indépendamment des situations évoquées précédem-
ment, il y a celles des couples qui ont recours & un DPI pour
éviter la transmission d’une maladie génétique a I'enfant
mais pour lesquels aucun transfert d’embryon dans
I’utérus n’est possible car tous les embryons analysés sont
atteints. Il est possible que les couples concernés
demandent alors si les embryons atteints ne pourraient
pas étre «traités» plutdt que détruits (https://www.
technologyreview.com/s/544141 /patients-favor-chang
ing-the-genes-of-the-next-generation-with-crispr/).
Répondre a leur demande serait cependant impossible
dans 1’état actuel des méthodes utilisables. En effet, il
faudrait agir sur des embryons ayant déja eu un DPI, c’est-
a~dire au stade 8cellules ou au-dela. A ce stade, il est
difficilement envisageable de micro-injecter le complexe
moléculaire CRISPR-Cas9 dans des embryons et 'expé-
rience ne semble pas avoir été faite sur des modéles
animaux. Les composants du systéme CRISPR-Cas9
pourraient étre introduits dans les cellules par d’autres
moyens comme 1’électroporation. Quand cette technique a
été utilisée sur des zygotes de souris, les résultats obtenus
ont été similaires & ceux de la micro-injection (Hashimoto
& Takemoto 2015 ; Qin et al., 2015) mais la technique n’a
pas été testée a des stades plus avancés du développement.
D’autres vecteurs comme des rétrovirus, qui ont été
utilisés avec succes sur d’autres systémes cellulaires et en
thérapie génique somatique pourraient-ils étre employés a
ce stade? Il n’y a actuellement aucun résultat expéri-
mental obtenu chez 'embryon qui le suggére.

Si éviter de transmettre une pathologie génique a un
enfant pourrait constituer une indication acceptable de
modification du génome de ’embryon, d’autres indica-
tions sont parfois évoquées comme celles qui pourraient
avoir pour but de réduire le risque d’apparition de

pathologies communes chez I'individu. Il existe en effet
des variants naturels de la structure des génes qui peuvent
jouer un réle « protecteur » contre des maladies telles que
le diabéte (SLC30AS8), 'hypercholestérolémie (PCSKDY)
ou certaines infections virales (CCR5). De meéme,
I’élimination du variant €4 du géne APOEFE pourrait
diminuer le risque de développer une maladie d’Alzheimer
(Lander, 2015). Modifier de maniére ciblée ces variants
pourrait donc étre bénéfique. Cependant cette démarche
pourrait avoir aussi des inconvénients car on ne connait
pas toujours bien les différents roles joués par ces variants.
D’autre part, la plupart des variants génétiques identifiés
ne jouent qu’un réle trés faible. Il serait donc illusoire de
croire que leur seule modification puisse entrainer des
changements physiologiques significatifs pour empécher la
survenue de maladies. Enfin, une approche purement
génétique de ces pathologies ignorerait les autres facteurs
susceptibles d’agir sur leur apparition et leur développe-
ment ainsi que les autres moyens existant pour les prévenir
ou les combattre. On voit donc les limites d’un tel projet de
modification ciblée du génome qui chercherait & pro-
mouvoir un étre humain amélioré et qui est plutot du
registre de la science-fiction.

Enjeux éthiques d’une utilisation de
CRISPR-Cas9 pour modifier des génes dans
I’embryon ou les cellules germinales humains

Depuis 1975 et la conférence d’Asilomar, il était
couramment admis qu’aucune thérapie génique germinale
ne devait étre entreprise. En effet, induire une modifica-
tion génique qui se manifesterait dans la totalité des
cellules du futur individu et qui serait donc transmissible
aux générations suivantes semblait inacceptable. Le seul
texte international dans lequel cette position est affirmée
est la Convention d’Oviedo élaborée en 1997 et qui précise
dans son article 13 : « Une intervention ayant pour objet de
modifier le génome humain ne peut étre entreprise que
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pour des raisons préventives, diagnostiques ou thérapeu-
tiques et seulement si elle n’a pas pour but d’introduire une
modification dans le génome de la descendance ». Cepen-
dant, de nombreux pays n’ont pas ratifié cette convention,
y compris en Europe. La France pour sa part avait adopté
une disposition identique dés 1994 (article 16-4 du Code
Civil). Les nouvelles possibilités ouvertes par CRISPR-~
Cas9 et autres techniques similaires ont conduit &
reconsidérer cette position.

A partir de 2015, de nombreux organismes se sont
penchés sur cette question et ont publié des rapports
comme le Comité d’Ethique de 'INSERM, I’Académie
Nationale de Médecine et I’Office Parlementaire d’Eva-
luation des Choix Scientifiques et Technologiques en
France; les Académies Nationales des Sciences, de
Médecine et d’Ingénierie aux Etats-Unis; le Nuffield
Council au Royaume Uni, etc. Leurs conclusions et leurs
recommandations sont généralement concordantes. Elles
soulignent la nécessité de ne pas interdire la recherche car
CRISPR-Cas9 est devenu un outil moléculaire tres
précieux pour les recherches fondamentales visant &
connaitre les mécanismes régulant le développement
préimplantatoire de ’embryon humain et leurs dysfonc-
tionnements (Plaza Reyes & Lanner, 2017). Les recher-
ches devraient aussi porter sur l'amélioration des
méthodes permettant de corriger des génes défaillants
au niveau des cellules germinales et de ’embryon, sur leur
efficacité et sur leur innocuité. En revanche, il y a une
unanimité pour souligner que toute intervention clinique &
but de thérapie génique germinale est inenvisageable dans
I’état actuel des connaissances, méme s’il y a des
indications médicales, comme mentionné plus haut, qui
pourraient justifier ce type de démarche. Il est donc
nécessaire de réfléchir dés maintenant aux conditions et
aux conséquences d’une thérapie génique germinale
humaine. C’est ce qu’a notamment fait le « Committee
on Human Gene Editing: Scientific, Medical, and Ethical
Considerations » réuni par les Académies des Sciences, de
Meédecine et d’Ingénierie Américaines dans un rapport trées
bien documenté et publié en février 2017 (voir Annexe 1).

Il serait aussi souhaitable d’intégrer les nouvelles
possibilités potentielles ouvertes par le développement de
CRISPR-Cas9 et autres méthodes similaires dans une
réflexion sur I’ensemble des actes médicaux intervenant
dans la procréation humaine et qui ont pour conséquence
d’influencer la constitution génique des enfants a naitre.
Sans parler des DPI couramment pratiqués dans certains
pays pour choisir le sexe de 'enfant, cette réflexion devrait
concerner les critéres génétiques pris en compte dans les
procréations avec don de spermatozoides ou d’ovocytes,
les reconstitutions embryonnaires associant le cytoplasme
énucléé d’'un ovocyte de donneuse et le génome nucléaire
des futurs parents (Dimond, 2015) ou la réalisation de
fecondation in witro par ICSI (FIV-ICSI) avec les
spermatozoides d’hommes stériles dont on sait qu’ils sont
porteurs d’altérations géniques. Il est courant par exemple
de pratiquer des FIV-ICSI avec des spermatozoides
d’hommes stériles porteurs d’une mutation du géne
responsable de la mucoviscidose ou d’une micro-délétion

du chromosome Y, altérations qui n’auraient pu étre
transmises aux générations suivantes sans l'intervention
médicale.

La réflexion & mener en la matiére ne devrait pas non
plus ignorer le role que peuvent jouer des facteurs
épigénétiques et/ou environnementaux dans la période
péri-conceptionnelle et les conséquences transgénération-
nelles qu’ils peuvent avoir. C’est dans ce cadre plus général
que la réflexion concernant CRISPR-Cas9, une technique
parmi d’autres, devrait étre menée et que toutes les études
nécessaires devraient étre entreprises pour lever autant
que possible les incertitudes et les risques pour les
générations futures.

Annexe 1

HUMAN GENOME EDITING

Science, Ethics and Governance

(National Academies of Sciences, Engineering and

Medicine, 2017)

RECOMMENDATION 5-1.

Clinical trials using heritable germline gemome editing

should be permitted only within a robust and effective

regulatory framework that encompasses

— the absence of reasonable alternatives;

— restriction to preventing a serious disease or condition;

— restriction to editing genes that have been convincingly
demonstrated to cause or to strongly predispose to that
disease or condition;

— restriction to converting such genes to versions that are
prevalent in the population and are known to be
associated with ordinary health with little or no evidence
of adverse effects;

— the availability of credible pre-clinical and/or clinical
data on risks and potential health benefits of the
procedures;

— during the trial, ongoing, rigorous oversight of the effects
of the procedure on the health and safety of the research
participants;

— comprehensive plans for long-term, multigenerational
follow-up that still respect personal autonomy;

— maximum transparency consistent with patient privacy;

— continued reassessment of both health and societal
benefits and risks, with broad on-going participation
and input by the public;

— reliable oversight mechanisms to prevent extension to
uses other than preventing a serious disease or
condition.
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