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Interférence ARN : 20 ans d’autorisations commerciales... sans évaluation

Description

Bruxelles, juin 2014 : I'Autorité européenne de sécurité des aliments (AESA) organise, en grande
pompe, un colloque international consacré a « I'évaluation des risques des plantes génétiguement
modifiées a I'aide d’ARNi » [1]. Par ARNi, il faut entendre : technique d’interférence a ARN. Une
nouvelle technique ? Pas vraiment puisque des OGM utilisant l'interférence a ARN sont déja en cours
de demandes d’autorisation dans I'Union européenne depuis 2010 et qu’en 1994 déja, la tomate
Flavr/Savr, modifiée pour exprimer un ARN spécifique, était commercialement autorisée. Vingt ans
plus tard, il était temps que les experts européens creusent le sujet...

On se souvient que la tomate Flavr/Savr, autorisée en 1994 aux Etats-Unis, avait été génétiguement
modifiée par transgenese pour avoir un marissement retardé. Elle fut rapidement retirée du marché et,
suite a des irrégularités de ses scientifiques, ’/Agence ameéricaine pour I'’Alimentation et les
Médicaments (Food and Drug Administration — FDA) avait été condamnée [2]. Mais ce que I'on a
compris en 2008, soit quinze aprés sa commercialisation, est que les mécanismes biologiques induits
par l'insertion du transgéne n’étaient, en 1994, pas correctement connus [3].

L’'interférence a ARN : apres 20 ans de recherche, on commence a comprendre

L’information génétique est supportée par I'acide désoxyribonucléique (ADN). Celui-ci contient les
informations pour que la cellule synthétise une molécule intermédiaire : I'acide ribonucléique (ARN).
Cet ARN sert ensuite de matrice pour la synthése d’'une protéine. Mais dans les années 90, suite a des
travaux de transgenese sur des pétunias, les chercheurs ont identifié que 'ARN avait aussi un réle de
régulateur [4], notamment en « éteignant » des génes.

La compréhension du mécanisme d’interférence a ARN est le fruit d’une vingtaine d’années de
recherche [5]. Cela démarra donc dans les années 90 avec les travaux sur des pétunias. Ces pétunias
avaient en effet été modifiés par transgenese en insérant une copie du gene de pigmentation des
fleurs, la chalcone synthase (géne CHS). Contrairement aux attentes des chercheurs, les pétunias
ainsi modifiés n’avaient pas des fleurs d’'une couleur pourpre plus prononcée, mais des couleurs allant
du pourpre intense au blanc. Les fleurs blanches ont conduit les chercheurs a observer que I'insertion
d’un transgene pouvait déclencher un mécanisme qui éteignait a la fois le transgene et le gene
endogene responsable de la pigmentation des fleurs. Bien que ce mécanisme exact restait ignore, il fut
appelé « co-suppression » en référence a cette co-extinction. En 1993, I'équipe du Pr. Lindbo de
I'Université d’état de I'Oregon, qui travaillait sur des plants de tabac génétiquement modifiés pour les
rendre résistants a des infections virales, émit pour la premiére fois I'hypothese que cette co-
suppression avait lieu aprés la production d’ARN par la plante. Ainsi, Lindbo pensait que I'ARN
synthétisé a partir du transgene introduit dans le génome d’un organisme vivant « s’hybridait » a
certains ARN endogénes. Suite a cette hybridation, ces ARN issus du transgéne et ces ARN
endogénes étaient dégradés, ce qui avait pour conséquence d’inhiber les voies métaboliques dans
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lesquelles les ARN endogénes étaient impliqués. En 1999, les chercheurs Hamilton et Baulcombe, du
John Innes Center en Grande Bretagne, publiaient un article qui suggérait que '’ARN issu du
transgene était découpé dans la cellule en petits ARN [6].

Autre observation surprenante : dans le cadre du phénomeéne de co-suppression observé, 'ARN issu
du transgéne présent dans la cellule est un ARN double brins, alors que contrairement a celle de
I’ADN, la structure de 'ARN est normalement simple brin. Il peut étre issu de la simple hybridation de
deux ARN ou d’'un ARN se repliant sur lui-méme pour s’hybrider, formant alors une « structure en
épingle a cheveux » (une tige avec les deux brins hybridés et une boucle pour les relier). L’hypothése
était alors que ces ARN double brins étaient ensuite découpés en petits ARN. Rapidement, d’autres
chercheurs ont identifié que ces petites molécules d’ARN (d’une longueur d’environ 25 nucléotides,
éléments de base d’un acide nucléique) étaient responsables de I'extinction spécifique de certains
genes. Ce mécanisme a alors été nommé « l'interférence a ARN » et a été observé non seulement
chez les plantes mais aussi chez des nématodes et des insectes.

Les ARN, nouvel El Dorado biotechnologique ?

La tomate Flavr Savr n’est qu'un exemple. Plusieurs plantes transgéniques autorisées ou
expérimentées aux Etats-Unis ou en France, depuis plus d’une décennie, avaient aussi été modifiées
en utilisant la technique de I'extinction de gene via la production d’ARN interférent. Citons par exemple
la vigne pour résister au virus du court-noué [7], testée en champ a Colmar (Alsace), ou des pruniers
pour résister a la Sharka [8]. D’autres entreprises utilisent également l'interférence a ARN pour
modifier des voies métaboliques, comme Syngenta, qui vient de signer un accord de partenariat avec
I'entreprise NexGen pour utiliser cette technique pour conférer une résistance a des virus dans ses
programmes « d’ameélioration végétale » [9].

Malgré cette antériorité, les techniques utilisant I'interférence a ARN, sous quelque forme que ce soit,
sont aujourd’hui présentées par 'AESA comme « des techniques émergentes qui pourraient conduire
au développement de la prochaine génération d’OGM » [10]. Mais ces technigues sont confrontées en
Europe aux obligations de la législation sur les OGM : évaluation des risques, étiquetage, surveillance
environnementale... Alors comment ne pas géner le développement commercial de ces techniques ?
En faisant accepter une évaluation des risques moins contraignante que celle exigée aujourd’hui.
Voyons comment.

Les ARN, molécules au service des entreprises

L'utilisation de l'interférence a ARN intervient dans les voies de régulation du développement d'un
organisme vivant (miARN) ou dans la résistance a des parasites type virus, champignons, nématodes
ou insectes (MIARN et siARN) [11]. Ainsi, pour produire des plantes capables de « lutter » contre des
virus, traditionnellement les chercheurs insérent dans le génome d’une plante un transgéne qui va
coder pour un ARN viral. Seul, cet ARN transgénique ne donnera pas de virus. Mais lorsqu’un virus
infectera la plante et introduira son ARN dans les cellules, I'ARN transgénique reconnaitra I’ARN viral
et s’hybridera a ce dernier. Le cycle du virus sera alors inhibé. Cette stratégie de lutte contre les virus
a déja éte utilisée chez la betterave, le mais, la papaye, le prunier, le riz, la vigne [12]...

D’autres projets visent a tuer des insectes qui viennent se nourrir sur des cultures. Le principe est de
faire exprimer par la plante transgénique des miRNA qui, une fois ingérés par l'insecte, vont inhiber
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une voie métabolique particuliére de ce dernier et le tuer. Aux Etats-Unis, citons le mais MON87411,
modifié génétiquement pour deux objectifs : tout d’abord, produire un insecticide contre des
coléopteres et plusieurs espéces de vers des racines de mais (dont la chrysomeéle Diabrotica virgifera
virgifera) ; ensuite, tolérer les herbicides a base de glyphosate [13]. La résistance aux chrysomeéles est
obtenue en faisant exprimer par le mais un ARN double brins présentant une homologie de séquence
avec le géne Snf7 de la chrysomele (la protéine Snf7 est impliqguée dans le transport et le tri de
protéines qui vont constituer la membrane cellulaire). Lorsqu’elle est présente sur le mais, la
chrysomele ingere 'ARN qui va éteindre I'expression du géne Snf7 et donc la tuer. Dans une récente
interview, Robert McCarroll, un des vice-Présidents de Monsanto, a rendu publics plusieurs projets
visant a conférer a des plantes une résistance a des parasites : la pomme de terre contre le doryphore,
des tolérances aux herbicides a base de glyphosate, des résistances a un genre particulier de virus
(les tospovirus) et des traitements pour les abeilles contre les mites Varroa et des virus [14].

L’interférence a ARN est également utilisée pour modifier des voies métaboliques, comme en
témoignent trois sojas en instance d’autorisation dans I'Union européenne. En 2010, Monsanto a
déposé une demande d’autorisation dans I'UE pour le soja transgénique MON87705, modifié pour
tolérer des herbicides a base de glyphosate et avoir une composition en acide gras oléique plus
élevée. Pour cette derniere modification, les chercheurs font produire a la plante un ARN qui inhibe
I'expression d’'une enzyme de la chaine métabolique de transformation des acides oléiques en acides
linoléiques : les acides oléiques ne sont donc plus transformeés, leur quantité augmente, alors que celle
des acides linoléigues diminue. Ce soja a recu un avis favorable des experts européens mais négatifs
des experts francais, ces derniers considérant que « I'étude de toxicité sub-chronique de 90 jours ne
documente pas la sécurité de I'huile destinée a la consommation humaine ». Il est maintenant en
attente d’une décision finale de la Commission européenne depuis le 10 juin 2014 [15].

De son c6té, I'entreprise Dupont Pioneer a fait de méme avec son soja 305423, qui a d’ores et déja
recu I'aval de 'AESA. Il est donc également en attente d’une décision finale d’autorisation ou
d’interdiction de la part de la Commission européenne. A noter que, la encore, les experts francais ont
déclaré ne pas pouvoir « statuer sur les risques liés a I'utilisation de cet OGM dans l'alimentation
humaine et animale », les analyses des risques présentées ne permettant pas « de conclure a une
éguivalence en substance entre le soja 305423 et les variétés conventionnelles de soja [...] sur les
éventuels effets toxiques » liés a sa consommation. Un autre soja de Pioneer est également en cours
d’autorisation, le soja GTS40-3-2*305423 [16] [17].

Enfin, avec la technique aujourd’hui appelée BioDirectTM, Monsanto envisage d’utiliser l'interférence a
ARN pour tuer les plantes et espere ainsi résoudre des problemes de résistance aux herbicides. L'idée
est d’asperger des plantes avec un cocktail d’herbicides a base de glyphosate et d’ARN double brins.
Ces derniers vont inhiber la synthése de protéines EPSPS des plantes cibles, jouant ainsi le role d’'un
herbicide chimique [18].

Des autorisations trop précoces ?

Comme nous l'avons déja souligné, Calgene a obtenu, en 1994, une autorisation de mise en culture et
commercialisation pour une tomate modifiée selon des mécanismes qui n’étaient pas correctement
compris : cela pose question. Certes, les autorisations données aux Etats-Unis ne s’intéressent pas
tant a la technique qu’aux organismes utilisés. Mais, sans connaitre les mécanismes biologiques en
jeu, comment savoir quels risques évaluer et comment les évaluer ?
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Plus fondamentalement, nous avons vu que l'efficacité de cette technique repose sur la spécificité des
SsiARN ou miARN a s’hybrider avec un ARN patrticulier. Mais que se passerait-il si un siARN ou un
MIARN s’hybridait non seulement avec ’ARN cible mais également avec un ou d’autres ARN non
cibles, entrainant la dégradation de ces derniers ? En 2012, un article scientifique montrait que des
MIARN de riz pouvaient se retrouver dans des tissus humains aprés consommation du riz et que
I'expression de certains genes humains pouvaient en étre affectée [19]. Face a ces résultats, 'AESA
déclarait en janvier 2012 qu’il s’agissait effectivement d’'un probleme « d’importance générale
concernant les impacts sanitaires de I'alimentation humaine et animale », mais qu’elle limitera
I'évaluation des risques associés a ces ARNmi « aux plantes GM dont les modifications d’expression
de genes auront été obtenues par utilisation d’ARNmI ». Une posture qui pose question car il est
possible que l'insertion d’'un transgene non voué a produire des ARNi puisse malgré tout aboutir a une
induction de l'interférence a ARN. Mais ’AESA fait donc le choix de ne pas s'intéresser a ces possibles
mi/siARN potentiellement codés par tout transgéne [20] ! Si une autre étude conclut ne pas observer
ce phénomeéne de passage de petits ARN dans des tissus humains [21], il n’en reste pas moins que la
question reste posée et que '’AESA n’a commenceé a se pencher dessus qu’en juin 2014 alors méme
gu’elle rendait des avis favorables des 2012 et 2013 pour le soja MON87705 et le soja 305423. Mais
pour 'AESA, pas de probléme car, interrogée par InfOGM, elle indique que « les discussions lors du
colloque n’ont pas fait émerger le besoin de revoir les risques liés a ces OGM [qui ont fait I'objet des
avis en 2012 et 2013]. Une des conclusions fut en effet que les principes et concepts de I'évaluation
des risques existante sont toujours pertinents ».

Ces PGM a base d’ARNi seront-elles évaluées ?

Le colloque international de 'AESA de juin 2014 consacré a « I'évaluation des risques des plantes
génétiqguement modifiées a I'aide d’ARNi » visait a analyser, a partir des connaissances scientifiques
actuelles bien évidemment, les éventuels effets de la technique d’interférence a ARN sur la plante elle-
méme ou, le cas échéant, sur le pathogene. En d’autres termes, et plus en ligne avec le travail de
'AESA, la question était de savoir si, pour la technique d’interférence a ARN, il fallait adapter les
procédures d’évaluations des OGM actuels. Les conclusions tirées laissent la porte ouverte a un
affaiblissement de I'évaluation. Hans Bergman de 'AESA déclarait ainsi en cl6ture du colloque : «
I'exigence de données sur les plantes GM par ARNi doit rester proportionnelle au niveau des risques
potentiels sur la santé humaine et animale ainsi que sur I'environnement [...]. Les analyses
moléculaires et comparatives (caractérisation phénotypique et agronomique) devraient rester la base
des évaluations des risques en tenant compte des effets intentionnels et non intentionnels de la
technologie [...]. L’analyse de la toxicité, sur des rongeurs, de molécules d’ARNi purifiées n’est pas
considérée comme pertinente alors que celle de la plante entiére est encore en débat » [22]. La
formulation « encore en débat » reléve de I'euphémisme quand on lit le rapport lui-méme ou les
différends entre experts sont trés tranchés. Mais, sur la base de ces discussions et comme pour la
cisgenése (une technique équivalente a la transgenese qui vise a introduire un géne de la méme
espéce) [23], 'AESA pourrait bel et bien envisager une évaluation des risques allégée par rapport aux
plantes transgéniques avec, hotamment, la potentielle fin des analyses de toxicité pour ces plantes
GM a base d’ARNi ! Comment vont maintenant étre utilisées les conclusions de ce colloque ? L’AESA
a répondu a InfOGM que « des discussions internes a I’AESA ont actuellement cours pour étudier
comment incorporer au mieux les conclusions du colloque dans le travail de 'AESA sur les OGM ».
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Des brevets comme s’il en pleuvait

La technique d’interférence a ARN est I'objet de nombreux brevets. Un engouement qui s’explique
notamment du fait des potentielles applications médicales de cette technique. Mais le nombre de
brevets est tel que des 2011, un article de Nature Biotechnology s’interrogeait pour savoir si « le
silence est toujours d’or ? », en référence au fait que si les si’/miARN rendent silencieux les ARN
(endogenes ou exogenes) d'une plante, le nombre de brevets déposés dessus hypothéque la
rentabilité de leur utilisation commerciale [24].

Sur ce dossier, un acteur sort du lot : I'entreprise Plant Bioscience Limited (PBL). Cette entreprise,
propriété du laboratoire de Sainsbury, du centre John Innes et du Conseil de Recherches en Sciences
biologiques et biotechnologiques, détient déja pas moins de sept brevets qui portent tant sur le
mécanisme d’interférence a ARN que sur des molécules d’ARNi. Pour cette entreprise, « l'interférence
a ARN devient rapidement trés importante pour la recherche sur les cellules de mammiféeres, et
notamment humaines [...] La détection des petits ARN peut servir d’outil de diagnostic pour corréler
I'efficacité de I'extinction d’'un géne dans un systeme expérimental incluant I'utilisation d’ARNi. Mais de
maniere plus importante, les siARN peuvent étre utilisés pour induire une extinction de gene en
introduisant ces siARN dans des organismes pour cibler certains génes » [25].

Pour le domaine végétal, cette derniere phrase résume la portée que PBL espére donner a ses
brevets : la propriété intellectuelle sur le principe méme de l'interférence ARN. PBL explique d’ailleurs
détenir un brevet sur la détection de I'extinction de genes chez les plantes (brevet US 6,753,139), chez
les mammiféres (brevet US 7,704,688) et un brevet sur les méthodes d’induction de I'extinction de
génes dans un organisme, utilisant de petits ARN (brevet US 8,097,71 [26]. Ce dernier brevet a
d’ailleurs vu ses prétentions étendues par deux autres brevets, hypothéquant de plus en plus les
capacités de travail des chercheurs utilisant I'interférence ARN en thérapie médica [27]... Pour le
végetal, et avec les incidences dénoncées sur le travail des paysans [28], ces brevets rejoignent la
liste de ceux détenus ou en cours d’obtention sur les techniques de biotechnologie.

Vingt années séparent donc la premiére plante transgénique commercialisée aux Etats-Unis et utilisant
un mécanisme d’extinction de génes et le colloque de 'AESA sur les risques associés a l'interférence
a ARN. Vingt années au cours desquelles 'AESA a d’ores et déja rendu quelques avis positifs sur ce
type de plantes ; et vingt années pendant lesquelles les entreprises ont déja déposé une kyrielle de
brevets. Cette technique est symptomatique de la course en avant technologique, avec son lot
d’incertitudes scientifiques et de brevets a tout prix.
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