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Résumé d'orientation

Une réunion mixte d'experts FAO-OMS sur la sécurité sanitaire des aliments d'origine animale
dérivés des biotechnologies s'est tenue au Sieége de I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), a
Genéve, du 26 février au 2 mars 2007. Cette réunion avait pour objectif d'apporter a la FAO, a
I'OMS et a leurs Etats membres des avis scientifiques sur deux ensembles de questions concernant :
1) les génes marqueurs et rapporteurs; et 2) les applications non héritables. Le Groupe spécial
intergouvernemental du Codex sur les aliments dérivés des biotechnologies avait spécifiguement
demandé des avis a ce propos. La présente Consultation s'est appuyee sur les conclusions et
recommandations émises par la Consultation mixte d'experts FAO-OMS sur la sécurité sanitaire des
aliments issus d'animaux génétiqguement modifiés, y compris les poissons (FAO/OMS 2003).

Nombre de génes marqueurs (rapporteurs et de sélection) sont couramment employés sur les
vegétaux et les animaux de laboratoire, et désormais dans les produits alimentaires d'origine
animale. On utilise aujourd'hui quelgques genes marqueurs et rapporteurs de résistance a des produits
autres que les antibiotiques afin de produire des animaux a ADN recombiné destinés a la
consommation, et on ne dispose d'aucune étude portant sur leur sécurité sanitaire. Il serait
souhaitable de développer de nouveaux genes marqueurs de sélection qui ne conferent pas de
résistance a des antibiotiques.

On sait comment éliminer certaines séquences précises de I'ADN, a l'aide de "systémes d'excision
de I'ADN"; ces techniques sont efficaces, et aprés avoir été utilisées sur I'animal de laboratoire elles
commencent aujourd’hui a étre mises en ceuvre sur I'animal de consommation. Il est fermement
conseillé de poursuivre la validation et le développement des techniques d'excision de I'ADN. Les
animaux a ADN recombiné destinés a l'alimentation devraient étre exempts des genes introduits
pour induire I’excision des genes marqueurs, afin de réduire a un minimum le risque d'effets
inattendus. 1l est nécessaire de pousser plus avant la recherche en matiere de sécurité sanitaire des
genes marqueurs de résistance a des produits autres que les antibiotiques, ainsi que celle concernant
les systemes d'excision de I'ADN.

Les constructions d'/ADN recombiné apportées aux animaux peuvent étre a but héritable ou non-
héritable. On peut ainsi employer des constructions non héritables pour améliorer la production ou
la santé animales, ou pour la prévention de maladies par I'administration de vaccins utilisant de
I’ADN recombiné. Les constructions héritables peuvent étre intégrées au génome des cellules
somatiques.

A l'égard de la sécurité sanitaire des aliments, les différences entre les constructions d'’ADN
recombiné ne se définissent pas selon leur caractére héritable ou non héritable, mais selon qu'elles
s'integrent au génome ou demeurent épisomiques. La différence de qualité fondamentale pour les
risques de consommation alimentaire que présentent les animaux genétiquement modifiés,
comportant des séquences héritables ou non héritables, réside dans le maintien ou non chez ces
animaux d'excipients facilitant la transmission de constructions non héritables.

Les différences quantitatives pour la santé animale et la consommation alimentaire sont liées au
potentiel accru que possedent les constructions maintenues au niveau épisomique de participer a
une transmission horizontale des génes, et éventuellement de se recombiner pour engendrer des
séquences virales fonctionnelles. Les récentes évolutions concernant les vecteurs épisomaux non
viraux fournissent les moyens de surmonter un grand nombre des problémes liés aux systemes de
vecteurs a base virale.



Il est recommandé de poursuivre les recherches visant a apprécier si la sécurité sanitaire des
aliments est affectée par I'emploi de séquences virales dans les constructions, et par les effets
potentiels des transferts horizontaux de matériel génétique. 1l conviendrait d'élaborer une directive
encadrant les questions de santé animale concernées, et notamment la sOreté d'utilisation des
vecteurs dérivés des virus. L'Organisation internationale des épizooties (OIE) serait une instance
adaptée a I'élaboration d'une telle directive.

Il existe une interdépendance entre la santé animale et la securité sanitaire des aliments pour la
consommation humaine ou pour les animaux, en ce qui concerne les animaux a ADN recombiné.
Une importance particuliére doit étre accordée a résoudre d'urgence et pleinement les problemes de
santé animale et de sécurité sanitaire des aliments que posent les applications potentielles des
vaccins a ADN recombiné, qui constituent un type de construction non héritable. 1l est donc
essentiel que les organismes compétents tels que la FAO, 'OMS et I'OIE travaillent en collaboration
pour traiter de facon adéquate les relations mutuelles qui régissent ces questions.



1. Introduction

Une réunion mixte d'experts FAO-OMS sur la sécurité sanitaire des aliments d'origine
animale dérivés des biotechnologies s'est tenue au Siége de I'Organisation mondiale de la Santé
(OMS), a Geneve, du 26 février au 2 mars 2007. Dix-huit experts au total ont pris part a cette
consultation. La liste compléte des participants figure en Annexe 1.

Mme Susanne Weber-Mosdorf, Sous-Directeur général, Groupe Développement durable et
milieux favorables a la santé (OMS), ouvre la Consultation au nom du Directeur général de I'OMS
et de I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO).

Dans ses remarques préliminaires, elle rappelle que I'OMS et la FAO apportent des avis
scientifiques et des conseils techniques aux Etats Membres et a la Commission du Codex
Alimentarius en vue d'améliorer globalement la sécurité sanitaire des aliments et de protéger la
santé humaine, tout en renforcant la confiance des consommateurs envers l'innocuité des produits
alimentaires.

Il est indiqué que, si I'on reconnait que les biotechnologies modernes pourront contribuer
directement et indirectement & favoriser la santé humaine et le développement, leur utilisation
pourrait aussi présenter des risques éventuels pour la santé humaine et/ou pour le milieu. Il est donc
nécessaire de mettre en place un systéme commun, a bases factuelles, en vue de faciliter une
évaluation cohérente de la sécurité sanitaire des aliments dérivés des biotechnologies modernes.

La Consultation élit le Professeur Anne R. Kapuscinski a la présidence, et désigne le Dr Lisa
Kelly en tant que Rapporteur. Elle décide en outre de créer deux groupes de travail pour la session :
un Groupe de travail A sur les questions relatives aux génes rapporteurs et marqueurs, et un Groupe
de travail B traitant des problemes liés aux applications non héritables.

Pour le Groupe de travail A, la Consultation désigne le Professeur Heiner Niemann en tant
que Modérateur, et le Professeur Kaare M. Nielsen en tant que Rapporteur. Pour le Groupe de
travail B, la Consultation désigne le Dr Larisa Rudenko en tant que Modérateur, et le Professeur
Martin O. Makinde en tant que Rapporteur.

Tous les participants ont déposé une Déclaration d'intéréts, conformément aux procédures
définies par la FAO et 'OMS.

2. Contexte

A sa 27°™ session, la Commission du Codex Alimentarius a reconstitué le Groupe spécial
intergouvernemental sur les aliments dérivés des biotechnologies (Groupe spécial du Codex),
chargé d'élaborer des normes, directives ou autres principes, selon le cas, pour les aliments issus de
biotechnologies modernes.

Le Groupe spécial du Codex, & sa sixieme session tenue du 27 novembre au ler décembre
2006, s'est penché sur un projet de directive provisoire régissant la conduite de I'évaluation de la
sécurité sanitaire des aliments dérivés d'animaux & ADN recombine” (“Proposed Draft Guideline
for the Conduct of Food Safety Assessment of Foods Derived from Recombiné-DNA Animals™), et
est convenu de demander a la FAO et a 'OMS un avis scientifique sur deux ensembles de
questions® :
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. Geénes marqueurs et génes rapporteurs

- Quels sont les faits nouveaux concernant la mise au point et ['utilisation de genes
marqueurs et de genes rapporteurs sélectionnables?

- Y a-t-il des genes marqueurs ou rapporteurs de résistance a des produits autres que
les antibiotiques dont l'innocuité pour I’homme dans les aliments a été démontrée,
et dans [’affirmative, quels sont-ils?

- Lorsque l'on entend éliminer des séquences spécifiques d'’ADN, existe-t-il des
techniques fiables et sans danger pour le faire systématiquement ?

. Applications non héritables?

- Ya-t-il des différences importantes du point de vue de la sécurité sanitaire des
aliments entre les animaux ayant des caracteres héréditaires et ceux qui n’en
présentent pas, et si oui, quelles sont-elles?

- Y a-t-il des questions spécifiques concernant la sécurité sanitaire des aliments (par
exemple concernant les types de vecteurs) qui devraient étre examinées par rapport
a I’évaluation de la sécurité sanitaire d’aliments contenant des caracteres
héréditaires par rapport a ceux qui n’en ont pas?

La FAO et I'OMS, tout en reconnaissant l'utilité des résultats obtenus par la Consultation
mixte d'experts FAO-OMS sur la sécurité sanitaire des aliments issus d'animaux génétiqguement
modifiés, y compris les poissons (FAO/OMS 2003), ont décidé de procéder a cette consultation afin
d'approfondir les questions directement liées aux travaux entrepris par le Groupe spécial du Codex,
et de répondre a chacune des questions posées ci-dessus.

Le mandat de la Consultation consistait a apporter une réponse aux questions ci-dessus, et a
traiter de sujets relatifs a I'évaluation de la sécurité sanitaire des aliments d'origine animale issus
des biotechnologies modernes, d'un point de vue scientifique.

3. Champ de la Consultation

La Consultation s'est avant tout attachée a répondre aux questions ci-dessus, soulevées par le
Groupe spécial du Codex. Ce faisant, la Consultation s'est penchée sur les utilisations connues des
genes marqueurs et rapporteurs, et sur les différences entre les applications héritables et non
héritables chez les animaux a ADN recombiné susceptibles d'entrer dans la chaine alimentaire
humaine. Les débats ont pris en compte les données scientifiques concernant I'emploi de ces
techniques sur les animaux terrestres, tels que la volaille et le bétail, et sur les animaux aquatiques
tels que les poissons d'élevage. A propos des applications non héritables, la Consultation s'est
principalement efforcée de présenter une approche pour I'évaluation de la sécurité sanitaire de
différentes applications, étape préliminaire a toute évaluation du risque. Elle ne s'est livrée a
I'évaluation complete d'aucune application spécifique.

La Consultation a pris note des résultats de la précédente Consultation d'experts sur les
animaux génétiquement modifiés (FAO/OMS 2003) et s'est appuyée sur ses conclusions et
recommandations. Ainsi, I'approche globale de la sécurité sanitaire des animaux a ADN recombiné
implique une évaluation comparée de la sécurité de I'animal a ADN recombiné par rapport & un
comparateur approprié, comprenant une appréciation de l'apport alimentaire et une évaluation
nutritionnelle et toxicologique intégrée, suivies d'une caractérisation compléte des risques.

2 . . o) . . . . 7. .
Le terme d'"applications non héritables" recouvre l'introduction directe d'acides nucléiques dans le tissu non
germinal d'animaux qui entreront dans les rations alimentaires.
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La Consultation a observé que certaines applications de génes marqueurs et rapporteurs et
de constructions génétiques non héritables pourraient poser la question de leurs effets sur la santé
ou le bien-étre de I'animal @ ADN recombiné, ou sur la sécurité pour la santé animale d'aliments
pour animaux eux-mémes issus d'animaux a ADN recombiné (par exemple dans le cas des aliments
pour poissons dérivés de poissons génétiqguement modifiés). Ces sujets étant hors du champ de la
Consultation, ils devraient étre traités par les organismes compétents tels que I'OIE et la FAO. La
Consultation a également pris note, sans tenter de la résoudre, de la question de la sécurité sanitaire
des animaux nourris a l'aide d'aliments eux-mémes dérivés d'animaux & ADN recombiné.

Les définitions des termes importants aux fins de cette Consultation sont énumérées dans le
glossaire.

4. Geénes marqueurs et rapporteurs
4.1 Introduction

Les premiers animaux domestiques & ADN recombiné ont été produits voici plus de 20 ans,
par des micro-injections d'ADN étranger dans les pronuclei du zygote. En dépit d'importantes
difficultés, comme leur faible efficacité, leur intégration aléatoire et les niveaux variables de
I'expression genétique, des modeéles d'application prometteurs ont été développés dans les domaines
de l'agriculture et de la biomédecine (Niemann et al., 2005). Parmi les diverses alternatives
méthodologiques élaborées en vue de surmonter les limites de la technologie par micro-injection,
c'est le transfert nucléaire de cellules somatiques (SNCT) qui présente le plus fort potentiel pour
améliorer de facon sensible, en qualité et en quantité, la production d'animaux domestiques a ADN
recombiné. Il s'agit en particulier ici d'une presélection des cellules transfectées avant leur
utilisation pour le SNCT, et de la possibilité d'obtenir une modification génétique ciblée grace a une
recombinaison homologue. A ce jour, le SNCT s'est montré efficace sur onze espéces animales
(Niemann et Kues, 2001; Niemann et al., 2005). Cette technologie s'améliore constamment depuis
une dizaine d'années, et on I'emploie aujourd'hui pour produire a l'aide d'/ADN recombiné des
bovins, des porcins, des caprins et des ovins. L'efficacité globale en demeure toutefois insuffisante,
et un certain nombre des clones, notamment chez les bovins et ovins, souffrent de pathologies
("syndrome du gros veau" ou LOS, par exemple) dont on pense qu'elles seraient provoquées par des
échecs dans la reprogrammation épigénétique du noyau somatique transféré. On n'observe pas ces
pathologies chez le rejeton de I'animal cloné.

Il existe aujourd'hui plusieurs technologies qui permettent d'introduire ou de supprimer des
genes comportant des fonctions et produits connus chez les animaux domestiques a ADN
recombiné, qui seront prochainement a méme d'entrer dans la chaine alimentaire. Avec I'avénement
du SNCT, il est devenu possible d'employer des outils moléculaires qui autorisent des modifications
précises du génome. Parmi ces technologies figurent Il'intégration chromosomique ciblée par des
recombinases sur des sites d'ADN spécifiques, et méme des méthodes compatibles avec une
expression transgénique controlée dans le temps et dans l'espace chez les animaux domestiques
destinés a la production alimentaire. Ces instruments moléculaires ont été bien décrits au travers
d'études approfondies menées sur la souris et d'autres systéemes biologiques (Niemann et Kues,
2003). Les premiéres séquences provisoires des génomes de certains animaux domestiques
(canidés, bovidés, gallidés, équidés) sont d'ores et déja disponibles, et d'autres devraient suivre sous
peu.

La production réussie d'animaux & ADN recombiné a I'aide de techniques comme le SNCT
dépend avant tout de la sélection des cellules transfectées, fondée sur I'emploi de génes marqueurs
et/ou rapporteurs appropriés. La précédente Consultation d'experts sur les animaux génétiquement
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modifiés (FAO/OMS 2003) a recommandé d'éviter [l'utilisation de séquences d’ADN non
nécessaires dans la construction génétique, y compris pour les genes marqueurs.

Le but de la présente Consultation était d'élargir cette évaluation et de traiter des questions
suivantes relatives a la production alimentaire issue d'animaux a ADN recombiné :

o FEvolutions et utilisations récentes de genes rapporteurs et sélectionnables dans la
production alimentaire issue d'animaux a ADN recombiné;

o Disponibilité de genes marqueurs ou rapporteurs de résistance a des produits autres que les
antibiotiques, et leur sécurité sanitaire dans les produits alimentaires destinés a la
consommation humaine,

o Fiabilité et sécurité des techniques employées pour supprimer certaines séquences d'’ADN
déterminées.

4.2 Discussion principale

4.2.1 Evolutions et utilisations récentes de génes marqueurs rapporteurs et sélectionnables chez
les animaux a ADN recombiné

Selon les especes, on emploie des méthodes différentes pour produire des animaux a ADN
recombiné. Ces méthodes sont les suivantes : 1) I'injection directe d'/ADN dans les pronuclei ou le
cytoplasme de I'embryon; 2) le transfert d'ADN a l'aide de vecteurs d'éléments transposables ou de
vecteurs lentiviraux; 3) le transfert d'/ADN par l'intermediaire de sperme incubé avec de I'ADN; 4)
le transfert d'’ADN dans des cellules pluripotentes afin de produire des animaux transgéniques
chimériques 5) le transfert d'ADN dans des cellules somatiques, afin de produire des animaux
transgéniques clonés. Les méthodes de transfert d'/ADN peuvent comprendre I'addition aléatoire ou
ciblée de génes, ou leur remplacement par recombinaison homologue. Par les méthodes 1, 2 et 3,
I'efficacité pourra étre telle que I'emploi de genes marqueurs sélectionnables ne soit pas nécessaire.
Ces derniers sont cependant indispensables pour cibler I'addition ou la substitution génétiques, ou
lorsque de I'ADN étranger est transféré vers un grand nombre de cellules (méthodes 4 et 5).

Le transfert ciblé de genes est rare, et exige souvent une sélection cellulaire a la fois positive
et négative. La sélection positive consiste a éliminer les cellules dans lesquelles le géne auquel on
s'intéresse n'est pas présent, et se réalise en général a l'aide de génes marqueurs de résistance aux
antibiotiques. La sélection négative consiste a éliminer les cellules dans lesquelles le gene auquel on
s'intéresse n'est pas intégré spécifiquement sur le site visé, et est facilité par des genes qui expriment
des substances cytotoxiques.

Dans le cadre de la présente Consultation, on a utilisé les définitions suivantes :

a) On utilise un gene marqueur pour déterminer si une séquence d'’ADN a été introduite
avec succes dans la cellule animale. On emploie les génes marqueurs aussi bien pour la
sélection que pour le criblage.



b) Le géne marqueur sélectionnable est introduit dans les cellules animales pour leur
conférer un trait permettant la sélection artificielle. 1l protege la cellule contre les effets
d'un agent sélectif qui, normalement, devrait la tuer ou empécher sa croissance. Parmi les
agents de sélection positive, on utilise le plus souvent des antibiotiques pour les cellules
animales. Des exemples courants en sont la puromycine, I'hygromycine, la phléomycine
(en sélection positive). Dans la sélection négative, on emploie des substances cytotoxiques
telles que les dérivés du gancyclovir produit par thymidine kinase de I'Herpés simplex, ou
la sous-unité A de la toxine cholérique.

On peut aussi trouver chez les animaux a ADN recombiné des génes marqueurs
engendrant une résistance a des antibiotiques comme I'ampicilline ou le chloramphénicol,
en raison de leur usage fréquent dans la construction des vecteurs bactériens.

c) Les genes marqueurs employés pour le criblage ou comme rapporteurs codent un
produit aisément identifiable en nature et/ou en quantité. Les plus classiques sont la
protéine a fluorescence verte (GFP), la béta-galactosidase (béta-gal), la phosphatase
alcaline sécrétée (SEAP), les luciférases et la chloramphénicol acétyltransférase.?

Une autre classe de geénes rapporteurs est celle des génes qui modifient la couleur de
l'individu lorsqu'ils sont employés dans une démarche transgénique. Chez les vertébrés, la
pigmentation visible résulte de la synthese et de la répartition de la mélanine dans la peau et les
yeux. La tyrosinase est un enzyme intermédiaire dans la production de mélanine par les mélanocytes.
La mutation du gene tyrosinase est couramment la cause d'un phénotype que I'on rencontre de facon
semblable chez tous les vertébrés, l'albinisme, lié a lI'absence de pigment mélanique. Le phénotype de
I'albinos a donc éte corrigé avec succes par transfert du géne de la tyrosinase, en mesure d'exprimer de
la tyrosinase active chez la souris et le lapin transgéniques (Beermann et al., 1990; Aigner et Brem,
1993).

Une autre approche qui permet d'identifier et/ou de discriminer les cellules animales
comportant de I'ADN introduit ou des protéines recombinées consiste a employer des séquences
identifiables uniques d’ADN ou de protéines (séquences étiquettes, épitopes ou poly-histidines).

Les genes marqueurs sont de plus en plus souvent employés chez les animaux a ADN
recombiné destinés a l'alimentation. Les applications les plus récentes en sont les suivantes :

- Bovins a ADN recombine dont le lait présente une composition en béta et kappa caséine
altérée, apres sélection de cellules donneuses appropriées a I'ADN recombiné (Brophy et al.,
2003). On a employé une stratégie similaire pour produire des porcins & ADN recombiné
présentant des altérations dans les acides gras, avec une tendance marquée vers un
accroissement des acides gras poly-insaturés (Lai et al., 2006). On a en outre produit des
bovidés dépourvus par invalidation du géne du prion.

- Des constructions génetiques hébergeant un géne selectionnable, genes de résistance a la
néomycine ou a la puromycine, et un gene marqueur (GFP), ont été transférés dans les
cellules germinales primordiales (PGC) du poulet. Les cellules sélectionnées ont été
injectées a des embryons précoces de poulets, donnant naissance a des animaux
fluorescents (van de Lavoir et al., 2006). Cette premiere tentative aboutie de produire des
poulets a ADN recombiné ouvre la voie a des applications dans le domaine de I'élevage des
volailles.

® Le géne CAT confére aux bactéries une resistance au chloramphénicol, mais ne s'emploie que comme rapporteur dans
la cellule animale.



- Le géne qui induit I'normone de concentration de la mélanine (MCH) chez le saumon a
été employé comme géne rapporteur pour produire du medaka a ADN recombiné dont le
corps est de couleur blanche par amélioration de I'expression de la MCH (Kinoshita et al.,
2001). La MCH est un heptadécapeptide cyclique qui est produit par la glande pituitaire,
elle concentre les granules de mélanine dans les melanophores, et eclaircit la couleur du
poisson. On a de méme utilisé avec succes le gene marqueur de la tyrosinase pour produire
des poissons a ADN recombiné (Hyodo-Taguchi et al., 1997; Inagaki et al., 1998).

4.2.2 Disponibilité des génes marqueurs ou rapporteurs de resistance a des produits autres que
les antibiotiques, et leur sécurité sanitaire dans les produits alimentaires destinés a la
consommation humaine

4221 Disponibilité

La Consultation d'experts de 2003 sur les animaux génétiguement modifiés (FAO/OMS
2003) a recommandé d'éviter l'utilisation de séquences d’ADN non nécessaires dans la construction
génétique, y compris pour les génes marqueurs. Mais I'utilité avérée et les résultats constants des
genes de résistance aux antibiotiques ont amené a s'intéresser peu aux génes marqueurs de
substitution qui permettraient I'identification et la sélection positive des cellules transfectées. On
dispose aujourd'hui d'une gamme de genes marqueurs criblables (génes rapporteurs) qui autorisent
I'identification, mais non pas la sélection positive, de cellules animales & ADN introduit.

Parmi les plus classiques figurent la protéine a fluorescence verte (GFP), la béta-
galactosidase (béta-gal), la phosphatase alcaline sécrétée (SEAP), les luciférases et le
chloramphénicol acétyltransférase (CAT). Le géne de la GFP code une protéine qui émet un signal
fluorescent sous des éclairages d'une longueur d'onde précise, in vivo ou in vitro, sans causer de
dommages a la cellule. On utilise couramment les luciférases, qui nécessitent des substrats pour
émettre des signaux luminescents. On peut les appliquer soit a des extraits cellulaires, soit a des
cellules intactes, soit méme a des tissus. En revanche, I'analyse de I'activité des béta-galactosidases
implique en géneéral de fixer et de détruire les tissus.

4222 Questions de sécurité

L'un des aspects importants dans I'évaluation de la sécurité sanitaire des aliments issus
d'animaux a ADN recombiné est celui de la sécurité de toute protéine nouvellement exprimée, y
compris celles qui sont exprimées par les genes marqueurs subsistant dans I'organisme. Pour les
genes marqueurs de résistance a des produits autres que les aux antibiotiques, I'évaluation se
concentrera en général sur la sécurité sanitaire de la protéine exprimée, qui devra étre déterminée au
cas par cas. Selon la connaissance dont on dispose de la protéine exprimée, I'évaluation pourra
varier entre une analyse limitée des données existantes concernant la fonction biochimique de la
protéine et de son expression chez I'animal a ADN recombiné, et a lI'autre extréme, dans le cas de
protéines moins bien connues, une recherche de toxicité approfondie comprenant des études sur
I'animal (FAO/OMS, 2003). Ces informations seront alors utilisées dans le cadre d'une évaluation
globale de la sécurité sanitaire comparée afin de parvenir & une conclusion quant a la sécurité de
I'aliment issu de I'animal génétiquement modifié.



L'évaluation courante de la sécurité sanitaire d'une protéine recombinée d'expression
nouvelle comprendra les points suivants :

- composition et fonction biochimiques de la protéine;

- expression de la protéine chez l'animal a ADN recombiné (site d'expression, niveau
d'expression, intégrité de la protéine exprimée);

- stabilité de la protéine vis-a-vis de la chaleur, et de la transformation du produit et de la
digestion;

- évaluation toxicologique;
- allergénicité.

En fonction des résultats de I'évaluation, des études supplémentaires pourront étre requises (études
immunologiques par exemple).

On dispose d'un certain nombre d'études portant sur la famille de genes rapporteurs GFP,
notamment sur les végétaux a ADN recombiné, dont il est possible d'extrapoler certaines
informations concernant la sécurité sanitaire des aliments. Quelques données sur la toxicité de la
GFP ont été publiées. Quelques expériences sur des cellules animales transfectées (plasmides
exprimant le gene de la GFP) tendent a indiquer que la GFP présente une certaine cytotoxicité (Liv
et al., 1999). On a pu obtenir des lignées d'animaux exprimant le gene de la GFP dans la plupart des
especes animales ou la transgénése est possible. Toutes ont survécu sans effets indésirables
observés. La cytotoxicité de la GFP constatée in situ n'implique pas nécessairement que cette
protéine soit toxique en administration orale. Chez des rats alimentés pendant 26 jours a l'aide de
GFP pure ou de canola exprimant le géne de la GFP, on n'a observé aucune différence significative
par rapport a un groupe contréle en termes de croissance ou d'autres parametres. La GFP se
dégradait rapidement en présence de pepsine, et le rat la digérait presque complétement. Dans la
séquence de la GFP, on n'a trouvé aucune ressemblance significative de séquence des acides aminés
avec des allergenes connus, mais la Consultation a remarqué que la comparaison n'a été effectuée
qu'avec environ la moitié des allergénes connus. Cette étude concluait que le géne de la GFP
constituait un substitut en mesure de remplacer les genes sélectionnables de résistance aux
antibiotiques (Richards et al., 2003). La Consultation est toutefois convenue qu'il serait nécessaire
de mener d'autres études sur les fonctions et I'expression biochimiques de la GFP dans les tissus
animaux, avant de tirer des conclusions fermes concernant sa sécurité sanitaire chez I'animal a ADN
recombiné destiné a la consommation.

La Consultation n'a pu parvenir a aucune conclusion ferme non plus concernant la sécurité
sanitaire de la béta-galactosidase, de la phosphatase alcaline, de I’enzymze CAT ni de la luciférase
exprimés dans les animaux a ADN recombiné, en raison du peu d'études publiées. Il est
manifestement nécessaire de disposer de données sur la sécurité sanitaire de ces protéines, si I'on
veut employer de tels genes marqueurs pour développer des animaux a ADN recombiné destinés a
la consommation.

Dans le cas des séquences peptidiques incorporées a des constructions génétiques afin de
servir d'identifiants ou étiquettes spécifiques a la protéine recombinée, la Consultation a pris note
que les études a entreprendre concernant la sécurité sanitaire de telles séquences doivent porter sur
I'ensemble de la protéine de fusion, et non pas sur la seule séquence peptidique elle-méme.



4.2.3 Fiabilité et sécurité des techniques employées pour supprimer des séquences d'ADN
specifiques

On connait bien certains systémes de recombinaison dans divers complexes bactériens ou
fongiques, ou des enzymes comme Cre, flippase ou R agissent sur des séquences cibles précises,
telles que lox, FRT ou RS respectivement. Ces systemes ont été adaptés a d'autres complexes
biologiques; ils jouent déja un réle dans la production de végétaux a ADN recombingé, et
commencent a étre employés sur des cellules animales dans le but de fabriquer des animaux a ADN
recombiné destinés a la consommation alimentaire. De tels systemes de recombinaison se
composent le plus souvent de trois éléments majeurs : deux paires de courtes séquences d'’ADN (les
séquences de recombinaison spécifiques du site) et un enzyme spécifique, a savoir la recombinase
spécifique de ces séquences. Les modifications d’ADN par l'intermédiaire de recombinases
comprennent I'excision spécifique au site, l'intégration, I'inversion et la recombinaison
interchromosomique, ce qui ouvre la voie a une large gamme d'applications. On dispose ainsi de
systemes fonctionnels pour supprimer des séquences d’ADN non nécessaires, qui peuvent
s'appliquer aux cellules animales.

Des informations ont été publiées sur la fonction du systéeme recombinase Cre-lox. Les
données concernant d'autres recombinases spécifiques de sites sont trop restreintes pour permettre
d'évaluer leur efficacité et leur sécurité. On s'est interrogé sur les effets préoccupants non désirés de
ces systemes dans les cas ou des niveaux éleves d'expression de la recombinase pourraient se
traduire par des modifications du génome sur des sites cibles cryptiques. L'effet non désiré le plus
important associé a I'emploi du Cre-lox est la tendance de la recombinase & induire des
recombinaisons entre sites cryptiques lox dans les génomes des mammiferes. On a trouvé des
relations entre une forte activité de la recombinase et des aberrations chromosomiques (Loonstra et
al., 2001; Schmidt ez al., 2000). En outre, I'excision défectueuse de tres grands morceaux d'’ADN
peut entrainer un autre ensemble de recombinaisons non ciblées. Ces effets non désirés peuvent
également étre associés a d'autres systemes de recombinaison spécifiques de sites.

L'association d'éléments promoteurs spécifiques aux tissus avec la recombinase d'/ADN Cre
permet de réduire I’invalidation de genes a un certain tissu ou type de cellule, et devrait donc jouer
un réle dans la production future de certains produits alimentaires. De fait, de récentes recherches
montrent que I'excision des genes peut se contréler de fagon plus précise en utilisant des promoteurs
inductibles (par exemple un systéme inductible par la tétracycline) pour le gene de recombinase Cre
ainsi que des formes actives inductibles de recombinase Cre (par exemple inductible par le 4-
hydroxy tamoxiphene).

L'exemple suivant illustre la capacité du systeme Cre-lox a éliminer des génes marqueurs
sélectionnables chez Il'animal a ADN recombiné. Les deux alléles de la PNRP et de
I'immunoglobuline (Mu) ont été éliminés dans des cellules somatiques ensuite utilisées pour
procéder a des SCNT afin de produire des bovins @ ADN recombiné n’exprimant plus les genes
ciblés. Deux géenes marqueurs sélectifs positifs flanqués de séquences lox et d'un géne de selection
négative ont été employés pour obtenir les cellules nécessaires au SCNT. Les tests de réaction en
chaine de la polymérase (PCR) ont confirmé que les genes marqueurs étaient efficacement éliminés
par le systtme de recombinaison spécifique au géne (Kuroiwa et al, 2004). On n'a pas décelé
d'effets nuisibles a la santé sur les bovins examinés par la suite (Richt ez al., 2007).



5. Applications non héritables
5.1 Introduction

Ces derniéres années, des évolutions majeures sont intervenues dans la production
d'animaux a ADN recombiné destinés a la consommation a l'aide de constructions héritables (HC)
et de constructions non héritables (NHC).

Les animaux a ADN recombiné pourvus de constructions héritables sont produits par
introduction de constructions d’/ADN recombiné dans des embryons primitifs, des gametes, et des
cellules somatiques employées pour le transfert nucléaire de cellules somatiques, ou clonage
(SCNT). En revanche, les animaux & ADN recombiné non héritable sont produits par introduction
directe d'acides nucléiques dans les cellules somatiques de I'animal. Du fait que ces deux classes de
constructions emploient des composantes et technologies différentes, elles peuvent engendrer des
types de dangers différents et donc requerir des stratégies d'évaluation différentes de la sécurité
sanitaire des aliments.

Comme l'impliquait le champ de cette Consultation, celle-ci a étudié si les animaux de
consommation pourvus de constructions héritables et non héritables présentaient des risques
différents pour la sécurité alimentaire, et le cas échéant la nature de ces différences.

Se fondant sur une évaluation des données scientifiques disponibles concernant les
méthodes actuellement employées pour produire des animaux a ADN recombiné destines a
I'alimentation pourvus de constructions héritables et non héritables, ainsi que sur une analyse des
méthodes présentées dans le Projet de directive provisoire pour la conduite des évaluations de la
sécurité sanitaire des aliments dérivés d'animaux a ADN recombiné, en cours d'élaboration par le
Groupe spécial du Codex, la Consultation s'est efforcée d'établir si des évaluations différentes de la
sécurité sanitaire devraient étre menées sur les aliments issus d'animaux & ADN recombiné produits
par HC et NHC.

5.2 Contexte

Bien que I'on puisse utiliser des instruments moléculaires et éléments génétiques similaires
dans des applications génétiques héritables et non héritable, il existe d'importantes difféerences entre
les deux classes.

En général, les animaux a ADN recombiné pourvus de HC sont produits a lI'aide de I'une
des trois méthodes qui se caractérisent dans leurs grandes lignes comme suit : la micro-injection
dans des embryons primitifs, le SCNT de cellules donneuses transgéniques, ou l'introduction
d’ADN recombiné dans les gameétes (le plus souvent dans les spermatozoides) (Smith, 2002;
Lavitrano, et al. 2003; Sorrell ez al., 2005; Wheeler, 2007). Les animaux a HC sont souvent produits
afin de renforcer leurs caractéristiques de production telles que la croissance, de modifier leurs
besoins nutritionnels, d'améliorer la composition des carcasses ou la production de lait ou de laine,
d'améliorer I'efficacité de la conversion des aliments pour animaux, de la cicatrisation ou des
traitements, et pour développer des résistances a certaines maladies animales, notamment celles
susceptibles de provoquer chez I'hnomme des maladies d'origine alimentaire (recension de Kopp et
al., 2004; Sun et al., 2006; Kochhar and Evans, 2007; Wheeler, 2007).

Les animaux a ADN recombiné pourvus de NHC peuvent étre produits par des moyens
physiques et chimiques (par exemple la micro-injection, I'électroporation, les méthodes de
bombardement génétique (biolistique), les liposomes). La plupart de ces méthodes supposent la
présence d'excipients (matériaux servant de vecteurs) associés a leur administration. Par exemple,
les moyens chimiques tels que la transfection par liposomes implique par définition la présence de
liposomes; les bombardements génétiques impliquent d’associer les constructions d'ADN
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recombiné a des particules métalliques souvent en or. Ces applications d'animaux recombinés a
NHC sont semblables a celles des animaux a HC, et portent sur les caractéristiques de production,
de traitement, et d'acquisition de résistances aux maladies animales (Draghia-Akli et al., 1997;
Southwood et al., 2004; Thacker et al., 2006; Richt et al., 2007).

Parmi les méthodes biologiques, on compte l'utilisation de séquences virales associées aux
fonctions d'empaquetage, d'entrée cellulaire, et de ciblage nucléaire. Ces séquences sont en genéral
dérivées de rétrovirus, lentivirus, adénovirus, virus associés aux adénovirus, ou du virus Herpés
(voir Tableau 1). De récentes évolutions s'observent en outre sur les vecteurs non viraux qui
permettent d'introduire de I'ADN recombiné dans les tissus d'animaux destinés a la consommation
(Manzini et al., 2006).

On peut considérer que les vaccins a ADN recombiné forment une classe des NHC. Le
matériel génétique des vaccins a ADN recombiné peut étre constitué de plasmides, de vecteurs a
base virale, ou de fragments d’ADN codant des peptides antigénes dérivés de I'agent pathogéne visé
(Pachuk et al., 2000). Le vaccin est globalement destiné a induire chez I'animal une réaction
immunitaire spécifique aux antigénes de type cellulaire ou humorale (Jechlinger, 2006). Si
I'administration effective de vaccins a ADN recombiné est toujours en cours de développement, on
étudie des méthodes prometteuses comme les aérosols transdermiques, I'électroporation et les
liposomes. On a ainsi constaté que l'injection intramusculaire était un moyen relativement inefficace
d'administrer aux bovins des vaccins a ADN recombiné (Hurk et al., 1998), alors que
I'administration intradermique par jet a haute pression semblait plus efficace (Carter et Kerr, 2003).
Jecklinger et al. (2006) ont montré que les vaccins a ADN recombiné pouvaient subsister un certain
temps au niveau épisomique dans les tissus des animaux traités.

5.3  Discussion principale

Si les questions portent sur les "traits" héritables et non héritables, il est préférable pour
répondre aux exigences de cette discussion d'évoquer les "constructions™ héritables et non héritables.
En effet, les "traits", tels qu'ils sont définis par la FAO, désignent le phénotype ou l'une des
nombreuses caractéristiques qui définissent un organisme, cette analyse se fondant sur la
description des véritables genes d’/ADN recombiné eux-mémes. Les constructions héritables (HC)
se définissent comme des constructions qui sont intégrées de fagon stable dans le génome et se
transmettent de génération en génération, alors que les constructions non héritables (NHC) peuvent
étre intégrées au génome des cellules somatiques sans nécessairement se transmettre de fagcon
verticale.

Lorsque I'on introduit chez I'animal des constructions d'ADN recombine, de multiples effets
peuvent survenir. On les qualifie souvent de "désirés" ou "non désirés", ou de "directs" ou
"indirects". Par effets désirés ou non désirés, on désigne les résultats en rapport avec I'objectif de la
modification. Les effets désirés (recombinaisons ciblées) sont les changements introduits de facon
volontaire dans I'animal a8 ADN recombiné, par introduction d'une construction d’ADN recombine,
ainsi que leurs effets phénotypiques prévus (rythme de croissance accru, résistance aux infections,
par exemple). Ces effets peuvent eux-mémes entrainer ou non des conséquences directes ou
indirectes sur la sécurité sanitaire des aliments. Les effets non désirés (recombinaisons non ciblées)
peuvent se produire a la suite de multiples changements chez I'animal a ADN recombing,
consecutifs a l'interaction entre la construction d’/ADN recombiné ou de ses produits génétiques, et
la physiologie de I'animal. 1l peut y avoir la, ou non, des effets directs ou indirects sur la sécurité
sanitaire des aliments.
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On peut considérer les effets directs posant des problémes de sécurité sanitaire des aliments
comme des effets indésirables résultant de la consommation humaine de produits comestibles issus
d'animaux a ADN recombiné pourvus de la construction d’/ADN recombiné ou des produits qui en
dérivent. Les effets indésirables indirects peuvent provenir de la consommation humaine de
produits comestibles issus d'un animal & ADN recombiné présentant des dangers en raison de la
construction ou des produits dérivés qui perturbent la physiologie de I'animal liée a la production de
nourriture. On en trouve des exemples dans ceux qui affectent la synthese d'un nutriment prévu, ou
dans l'altération de la concentration d'une protéine séquestrant un métal qui peut ne présenter aucun
danger pour I'animal a ADN recombiné, mais pourrait présenter un risque pour la consommation
humaine. Ou au contraire, ces effets indirects peuvent étre néfastes pour I'animal a ADN recombine,
mais étre neutres pour la consommation alimentaire humaine (par exemple en stimulant une
irritation locale dans un tissu non comestible qui, du fait que I'homme n'y est pas exposé dans la
consommation alimentaire, ne présente pas de risques pour I'homme).
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Figure 1. Présentation schématique des parameétres pris en compte pour I'évaluation de la sécurité
sanitaire des animaux a ADN recombiné (ADNTr) pourvus de constructions héritables (CA4, GI et A
sont respectivement les abréviations de consommation alimentaire, gastro-intestinaux, et modifié).
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Figure 2. Présentation schématique des parametres pris en compte pour I'évaluation de la sécurité
sanitaire des animaux a ADN recombine (ADNr) pourvus de constructions non héritables (C4, GI
et A sont respectivement les abréviations de consommation alimentaire, gastro-intestinaux, et

modifié).
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Les Figures 1 et 2 résument la démarche théorique suivie pour élaborer la méthodologie
permettant de recenser les dangers et les risques susceptibles de se présenter dans la consommation
d'animaux a ADN recombiné destinés a I'alimentation pourvus respectivement de HC et de NHC.
Elles ne constituent pas un recensement complet des dangers, ni une évaluation exhaustive des
risques. Par construction, elles distinguent entre les effets qui dérivent de la construction d'ADN
recombiné elle-méme et de ses produits d'expression, et entre les effets directs et indirects.

Afin de déterminer si les HC et les NHC présentent des risques différents pour la
consommation alimentaire humaine, il importe de caractériser les types de constructions utilisés,
leur devenir et leur persistance chez I'animal a ADN recombing, leurs profils d'expression, et les
dangers éventuels qu'ils peuvent présenter pour les animaux a ADN recombiné eux-mémes. Les
risques pour la santé humaine ne surviennent pas avant la consommation des produits effectivement
issus de ces animaux a ADN recombiné. Le Tableau 1 rassemble les principaux types de HC et
NHC actuellement employés dans de telles applications. On remarquera cependant que cette
analyse des NHC se fonde en grande partie sur les expériences provenant de la thérapie génique
humaine, directement extrapolées aux animaux destinés a la consommation, et qu'elle exige une
démonstration empirique. Pour identifier les dangers potentiels pour I'nomme dans le cadre de la
consommation alimentaire, le Tableau 1 tient compte des méthodes esquissées aux Figures 1 et 2.

L'un des risques pour la consommation alimentaire liés a la consommation d'animaux a
ADN recombiné pourvus de NHC est désigné par le terme d"'effet excipient”. Les effets excipients
désignent la toxicité directe et indirecte susceptible de résulter de la consommation de tissus ou sont
présents ces matériaux. Le niveau d'exposition peut varier entre zéro et la totalité du produit
administré a I'animal a ADN recombiné, en fonction du tissu consommé et de la répartition et du
devenir de la construction d’/ADN recombiné et de ses excipients chez I'animal @ ADN recombiné.

Comme le montre le Tableau 1, il est important de noter que de nombreuses NHC sont
intégrées aux chromosomes de cellules somatiques. Celles qui sont dérivées de rétrovirus ou
d'éléments transposables en sont des exemples (revue de Kay et al., 2001). Parmi les NHC qui
demeurent épisomiques figurent celles qui sont dérivées d'adénovirus ou du virus Herpés (revue de
Thomas et al., 2003). Les constructions d'ADN recombiné dérivées de virus associes aux
adénovirus sont en général considérées comme épisomiques, bien que certaines données semblent
indiquer qu’une intégration peut se produire (Recchia et al., 1999).

Si la plupart de ces données sont issues de la thérapie génique humaine, il est important de
souligner que le developpement de cette technologie s'est accompagné d'une action internationale
concertée visant a assurer que ces vecteurs derivés de virus soient "aussi sdrs que possible”, pour
reprendre les termes de I'’American Society for Gene Therapy (http://www.asgt.org/) et de
I'European Society for Gene and Cell Therapy (http://www.esgt.org/). Cette action tend a limiter la
recombinaison homologue avec des virus endogénes, qui pourrait conduire : 1) a une insertion dans
des régions du génome de nature & nuire a la croissance et au développement; 2) a une
recombinaison conduisant a la reconstitution de particules virales actives et infectieuses; ou 3) a une
instabilité de la construction intégrée. Un autre motif de préoccupation qui a fait I'objet de
recherches et développements intenses a été I'élimination de I'expression de protéines virales
susceptibles de provoquer des réactions inflammatoires. Il est prévu d'entreprendre des actions
semblables pour les vecteurs employés chez I'animal a ADN recombiné destiné a I'alimentation
(voir Section 7: Recommandations).
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Une complication est apparue dans la définition de I'animal a ADN recombiné telle qu'elle
figurait lors de la précédente Consultation d'experts (FAO/OMS, 2004), qui laissait entendre que ce
terme ne s'appliquerait qu'aux animaux dont les cellules contiennent des constructions héritables
(HC). On produit des animaux destinés a l'alimentation ou a d'autres fins en utilisant des
constructions non héritables (NHC). Les différences en nature et en niveau des risques pour la
consommation alimentaire que présentent les animaux a ADN recombiné produits a l'aide de
constructions héritables et non héritables se manifestent principalement lorsqu'on emploie des
excipients pour introduire des NHC chez I'animal destinataire, et lorsque les constructions d'’ADN
recombiné sont destinées a demeurer épisomiques. De récentes données scientifiques montrent que
des vaccins a ADN recombiné peuvent subsister un certain temps au niveau épisomique dans les
tissus des animaux traites (Jecklinger et al., 2006).

Le Tableau 2 résume les différences entre les animaux a ADN recombiné HC et NHC qui
concernent I'évaluation de leur sécurité sanitaire de consommation. Ce tableau a pour but d'indiquer
les principales caractéristiques de construction qui different entre ces animaux et ont des
consequences sur les diverses maniéres de mener les évaluations de sécurité sanitaire des aliments.
Il importe de souligner que le but du tableau n'est pas de déterminer les risques éventuels que
pourraient présenter les animaux a ADN recombiné pour la sécurité sanitaire des aliments, mais
d'indiquer s'il faudrait procéder a des évaluations de type différent concernant la sécurité sanitaire
de consommation que présentent les animaux a ADN recombiné munis de ces deux classes de
constructions.

En fonction de ces distinctions effectuées entre les animaux a ADN recombiné HC et NHC,
les conclusions et recommandations concernant les applications non héritables figurent
respectivement aux sections 6 et 7.
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Tableau 1: Caractéristiques des méthodes de production d'animaux a ADN recombiné, et leurs dangers éventuels pour la consommation alimentaire
(adapté de Thomas et al. 2003)

Type de Intégrée/ Introduction Transmi Devenir/Persistance Dangers pour I'animal Dangers pour la
construction Episomique initiale ssibilité* Construction T Produit consommation
alimentaire
Dérivée de Intégrée Les rétrovirus | Non Stable dans la | Peut Mutagéneése insertionnelle | Aucun par le vecteur.
rétro/lentivirus* ont besoin de attendue | cellule cible, | décroitre par la construction au Dangers directs et indirects
(Kay et al., cellules en au-dela mais les dans le temps | niveau des cellules cibles; | dérivant du produit
2001, Park et al. division. Les des cellules cibles | par toxicité locale ou d'expression ou d'une
2000; Naldini et lentivirus n'ont | cellules peuvent étre inactivation systémique par interaction | perturbation de la
al. 1996) pas besoin de cibles détruites avec les produits physiologie de I’animal..
cellules en d'expression
division
Dérivée d'un Intégrée Introduction Non Stable dans la | Souvent Mutagénese insertionnelle | Aucun par la construction;
élément chimique ou attendue | cellule cible, | stable sauf par la construction au excipient(s) persistants
transposable* physique au-dela mais les inactivation. | niveau des cellules cibles; | possibles.
uniquement; des cellules cibles | Les cellules | toxicité locale ou Dangers directs et indirects
cellules cellules peuvent étre peuvent étre | systémique par interaction | dérivant du produit
indifféremment | cibles détruites deétruites. avec les produits d'expression ou d'une
division ou d'expression perturbation de la
quiescentes physiologie de I’animal.
ADN nu *** Intégrée Introduction Non Stable dans la | Souvent Mutagénese insertionnelle | Aucun par la construction;
chimique ou attendue | cellule cible, | stable sauf par la construction au excipient(s) persistants
physique au-dela mais les inactivation. | niveau des cellules cibles; | possibles.
uniquement; des cellules cibles | Les cellules | toxicité locale ou Dangers directs et indirects
cellules cellules peuvent étre peuvent étre | systémique par interaction | dérivant du produit
indifféremment | cibles détruites détruites. avec les produits d'expression ou d'une
en division ou d'expression perturbation de la
guiescentes physiologie de I’animal.
Dérivée Episomique Récepteurs Non Pas de Liésala Pas de mutagénése Immunogeénicité transitoire
d'adénovirus* intermédiaires. | attendue | stabilité persistance insertionnelle. (par exposition orale) en
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Tableau 1: Caractéristiques des méthodes de production d'animaux a ADN recombiné, et leurs dangers éventuels pour la consommation alimentaire
(adapté de Thomas et al. 2003)

Type de Intégrée/ Introduction Transmi Devenir/Persistance Dangers pour I'animal Dangers pour la
construction Episomique initiale ssibilité* Construction T Produit consommation
alimentaire
(Kafri et Cellules en au-dela connue a long | dela Toxicité locale ou cas de consommation de
al.1998) division ou des terme; la construction | systémique par interaction | produits comestibles
non. cellules construction sauf avec les produits contenant des vecteurs
cibles disparait de la | inactivation d'expression. Possibilité d'administration appliqués
cellule, les de réponse immunitaire dérivés de virus (effet
cellules potentiellement excipient). Dangers directs
peuvent étre importante aux protéines et indirects dérivant de la
détruites virales. construction ADNTr, du
produit d'expression ou
d'une perturbation de la
physiologie de I’animal.
Dérivée de virus | 90% Récepteurs Non Pas de Liés ala Pas de mutagénése Immunogénicité transitoire
associés aux épisomique / intermédiaires. | attendue | stabilité persistance insertionnelle. (par exposition orale) en
adénovirus* 10% intégréef | Cellules en au-dela connue along | dela Toxicité locale ou cas de consommation de
Nakai et al. 2001 division ou des terme; la construction | systémique par interaction | produits comestibles
non. cellules construction sauf avec les produits contenant des vecteurs
cibles disparait de la | inactivation d'expression. Moins d'administration appliqués
cellule, les inflammatoire que les dérivés de virus (effet
cellules vecteurs d'administration excipient). Dangers directs
peuvent étre derivés des adénovirus. et indirects dérivant de la
détruites construction ADNTr, du
produit d'expression ou
d'une perturbation de la
physiologie de I’animal.
Dérivée du virus | Episomique Fortement Non Persistante Liésala Pas de mutagénese Limités a la consommation

de I'Herpés*

neurotropique

persistance
de la

insertionnelle.
Toxicité locale ou

de tissus dérivés de
neurones. Dangers directs
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Tableau 1: Caractéristiques des méthodes de production d'animaux a ADN recombiné, et leurs dangers éventuels pour la consommation alimentaire
(adapté de Thomas et al. 2003)

Type de Intégrée/ Introduction Transmi Devenir/Persistance Dangers pour I'animal Dangers pour la
construction Episomique initiale ssibilité* Construction T Produit consommation
alimentaire
construction | systémique par interaction | et indirects dérivant de la
sauf avec les produits construction ADNr, du
inactivation d'expression. Peut étre produit d'expression ou
inflammatoire en raison de | d'une perturbation de la
la présence de protéines physiologie de I’animal.
virales persistantes.
Chromosomes Sans objet | Habituellement Pas aux Persistante Liésala Pas de mutagénése Aucun par le vecteur.
artificiels vers des cellules cellules persistance, insertionnelle. Dangers directs et indirects
employées comme | environnan sauf Toxicité locale ou dérivant du produit
donneuses dans le | tes; peut inactivation systémique par interaction | d'expression ou d'une
transfert nucléique | étre avec les produits perturbation de la
héritable d'expression. physiologie I’animal.
Construction Implique de Sans objet | Stable, sauf | Stable, sauf Mutagénese insertionnelle. | Dangers directs et indirects
héritable produire un nouvel perte inactivation Toxicité locale ou dérivant du produit

animal

systémique par interaction
avec les produits
d'expression.

d'expression ou d'une
perturbation de la
physiologie de I’animal.

* En supposant que la capacité de réplication du virus soit supprimée au cours de la construction du vecteur.
** Des cellules ou tissus cibles aux cellules ou tissus environnants.
*** En supposant que I'ADN soit administré par des moyens chimiques ou physiques (liposomes, transfection, techniques biolistiques, etc.) et ne contienne pas
de structures nécessaires a la réplication (voir Chromosomes artificiels).
T Nombre des caractéristiques décrites ici se fondent sur des observations sur 'homme (Thomas et al. 2003). Chacune des références renvoie a des citations
décrivant une caractéristique particuliere concernant ce type de vecteur.

17




Tableau 2: Résumé des différences entre les animaux a ADNr pourvus de constructions héritables (HC) et de constructions non héritables (NHC) : conséquences
pour I'évaluation de la sécurité sanitaire des aliments

Caractéristiques de la construction
d'ADNr

HC

NHC

Conséquences pour I'évaluation de la sécurité
sanitaire des aliments

Nature de la construction

Habituellement, ADN linéarisé
contenant des régions régulatrices et
le géne d'intérét.

Peut également contenir des
séquences provenant du squelette du
vecteur de propagation, par exemple
origine de réplication, marqueur(s)
sélectionnable(s) ou autres séquences
procaryotiques ou eucaryotiques.

Peut étre de I'ADN linéarisé, une
unité a réplication autonome, ou autre
chose (voir Tableau 1).

Peut également contenir des
séquences provenant du squelette de
vecteur de propagation, par exemple
origine de réplication, marqueur(s)
sélectionnable(s) ou autres séquences
procaryotiques, virales ou
eucaryotiques.

Pas de différence.

Méthode d'introduction de la
construction

Transfert direct par liposomes et
autres vecteurs non biologiques, ou
par micro-injection.

Peut faire usage de vecteurs d'origine
biologique, mais le transfert direct par
des liposomes ou autres vecteurs non
biologiques peuvent également étre
utilisés.

Les excipients chez I'animal a ADNr pourvus de
NHC peuvent présenter des risques directs et
indirects pour la sécurité sanitaire des aliments.

Cellules dans lesquelles la
construction est initialement
introduite

Cellule germinale, embryon ou cellule
donneuse pour le transfert nucléique.

Toute cellule somatique.

Pas de différence. Qu'il s'agisse de HC ou de
NHC, des effets indésirables indirects peuvent se
produire lorsque la construction est introduite
dans le génome, a la suite d'une interruption des
séquences régulatoires ou codantes. On ne devrait
pas observer de tels effets pour les NHC
cantonnées au niveau épisomigue.
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Tableau 2 (suite) : Résumé des différences entre les animaux a ADNr pourvus de constructions héritables (HC) et de constructions non héritables
(NHC) : conséquences pour |'évaluation de la sécurité sanitaire des aliments

Caractéristiques de la
construction d'ADNr

HC

NHC

Conséquences pour I'évaluation de la
sécurité sanitaire des aliments

Localisation, stabilité et
prévalence de la construction chez
I'animal a ADNr

Toutes cellules; aprés stabilisation,
devraient demeurer constantes
(sauf apparition de petits foyers de
perte ou de modification).

Certaines cellules (focales a

dispersées; affectées par la voie et la

méthode d'introduction).

S'il peut y avoir des différences dans la
localisation et les quantités de constructions
d'ADNr chez I'animal a NHC, du fait qu'il
n'existe pas de risque direct pour la
consommation alimentaire lié a la
construction elle-méme, il n'existe pas de
différences entre les risques pour la
consommation alimentaire.

Expression de la construction :
type de cellule, quantité et durée

Toutes cellules possibles, mais
peut étre spécifique aux cellules,
aux tissus ou aux stades de
développement. Quantité
probablement constante entre
animaux a ADNr de la méme
lignée. Durée probablement stable.

Un sous-ensemble de cellules
seulement; expression ectopique
possible en cas d'emploi de
promoteurs non spécifiques. La
quantité peut différer entre cellules
ou tissus et entre animaux.

Si la dose de produit d'expression peut étre
estimée chez I'animal & ADNr avec HC
comme avec NHC, la variance peut étre
supérieure avec NHC, ce qui modifie les
besoins en matiére d'échantillonnage.
Certaines cellules, certains tissus et certains
organes ne possedent aucune construction
(NHC), ou n'engendrent pas de produit
d'expression (HC spécifiques aux tissus ou
NHC).
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Tableau 2 (suite) : Résumé des différences entre les animaux a ADNr pourvus de constructions héritables (HC) et de constructions non héritables

(NHC) : conséquences pour |'évaluation de la sécurité sanitaire des aliments

Caractéristiques de la construction HC
d'ADNr

NHC

Conséquences pour I'évaluation de
la sécurité sanitaire des aliments

Production d'un plus grand nombre
d'animaux a ADNr

Reproduction ou transfert nucléaire.

Introduction de NHC (voir Tableau 1).

Animaux a ADNr pourvus de HC :
une fois le génome établi, les
prédictions concernant les animaux
suivants du méme "génome"
devraient suivre les lois de Mendel, et
I'évaluation de la sécurité sanitaire
peut s'effectuer sur des animaux a
ADNr "prototypes".

Animaux @ ADNr pourvus de NHC :
chaque animal peut étre considéré
comme unique et, a moins que les
protocoles ne soient étroitement
contrélés et que ne soit établi un
protocole pour rendre compte des
hypothéses les plus pessimistes, la
sécurité sanitaire devra étre évaluée
individuellement.
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Le Tableau 3 résume les principales conclusions de la Consultation en réponse aux deux
questions posées concernant les animaux a ADN recombiné pourvus de constructions soit héritables,
soit non héritables. Il en ressort que dans la plupart des domaines, il n'existe pas de différences
majeures en matiere de sécurité sanitaire des aliments qui résultent de l'intégration ou non des
constructions d'/ADNr dans les cellules germinales, mais que les risques sont plutdt fonction de la
construction d'’ADN recombiné, de son statut d'intégration, et du produit correspondant. Par
conséquent, les différences a I'égard de la sécurité sanitaire des aliments se constatent entre
constructions d'/ADN recombiné intégrées et non intégrées (c'est-a-dire épisomiques). La grande
différence en termes de sécurité sanitaire des aliments entre animaux a ADN recombiné pourvus de
HC et de NHC n'est donc pas liée aux transgénes, mais a la présence éventuelle d'excipients
employés pour transférer la construction d'’ADN recombiné vers l'application non héritable, car
I'animal primaire serait celui qui entrerait dans la chaine alimentaire; le consommateur humain de
ces aliments pourrait donc étre exposé. Fondé sur la méthodologie présentée aux Figures 1 et 2 et
dans les Tableaux 1 et 2, le Tableau 3 résume les problémes potentiels de sécurité sanitaire des
aliments aux niveaux des dangers pour I'animal, des dangers pour la consommation alimentaire, et
des risques pour la consommation alimentaire.

Concernant les dangers pour I'animal de nature & affecter la sécurité sanitaire des aliments,
les principales différences entre les animaux a ADN recombiné pourvus de HC et de NHC sont les
suivantes : 1) les constructions cantonnées au niveau épisomique ne provoquent pas de mutations
insertionnelles; 2) les questions liées a la présence d'excipients. A cela s'ajoute que tant le transfert
horizontal de génes que les événements de recombinaison constituent theoriquement des voies de
propagation de nouveaux dangers chez I'animal. Les constructions d’ADN recombiné cantonnées au
niveau épisomique sont sans doute plus accessibles aux événements de transfert horizontal des
genes, mais cela n'exclut pas qu'un transfert horizontal de génes ne touche une construction intégrée.
On observe également que le potentiel de recombinaison peut étre lié a la présence de séquences
virales, bactériennes ou autres, présentes dans la construction d’ADN recombiné.

Concernant les dangers pour la consommation alimentaire, les différences entre les aliments
issus d'animaux a ADN recombiné pourvus de HC et de NHC sont encore une fois fonction : 1) de
I'intégration de la construction; 2) des effets excipients chez I'animal a ADN recombiné pourvu de
NHC. Si la quantité de produit d'expression a ADN recombiné peut varier entre les HC et les NHC,
les conséquences pour la sécurité sanitaire des aliments ne sont pas fonction du caractére héritable
ou non de la construction d'’ADN recombiné. Les excipients chez I'animal a8 ADN recombiné pourvu
de NHC peuvent présenter des dangers directs et indirects pour la consommation alimentaire, car
dans le cas des NHC, les possibilités d'exposition aux excipients sont plus fréquentes que dans le
cas des animaux a ADN recombiné pourvus de HC, chez qui les excipients disparaitraient au fil des
générations. A cela s'ajoute le fait que tant le transfert horizontal de génes que les événements de
recombinaison constituent théoriquement des voies de propagation de nouveaux dangers chez
I'animal. Les constructions d'/ADN recombiné cantonnées au niveau épisomique sont sans doute
plus accessibles aux événements de transfert horizontal des genes, mais cela n'exclut pas qu'un
transfert horizontal de genes ne touche une construction intégrée.

Concernant les risques pour la consommation alimentaire, la seule différence qualitative
tient a la plus forte possibilité d'exposition aux excipients dans les aliments issus d'animaux porteurs
de NHC que dans ceux issus d'animaux a ADN recombiné pourvus de HC. Les risques liés aux
excipients ne se présentent que lorsque les cellules ou tissus consommés contiennent ces excipients;
or, comme on l'a vu, il n'existe pas d'excipients chez I'animal pourvu de HC. Des différences
quantitatives en matiéere de risques pour la sécurité sanitaire des aliments peuvent apparaitre selon le
schéma d'expression et la quantité de la construction, mais non de son caractére héritable.
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Tableau 3. Résumé des dangers et des risques chez les animaux a ADN recombiné (ADNTr) pourvus de
constructions héritables (HC) et de constructions non héritables (NHC)

Points communs

Différences

Dangers pour l'animal

Mutagénese insertionnelle pour les
constructions d’/ADNr intégrées.

Dangers liés aux produits d'expression.

Effets locaux, notamment de
recombinaison avec séquelles, si des
vecteurs semblables sont employés pour
introduire des HC et NHC.

Les principaux facteurs qui influencent la
probabilité d'un effet indésirable causé par
transfert horizontal de génes et
recombinaison sont les origines des
séquences présentes dans la construction
(origine bactérienne, virale ou autres
séquences eucaryotiques, etc.), et non son
caractére héritable.

Pas de mutagéneése insertionnelle pour les
NHC cantonnées au niveau épisomique.

Effets excipients.

Dangers pour la
consommation
alimentaire

Peuvent survenir du fait du fait de la
mutagénese insertionnelle chez I'animal a
ADN.

Le niveau des produits d'expression peut
différer entre les NHC et les HC, mais
qualitativement les dangers sont
identiques.

Les principaux facteurs qui influencent la
probabilité d'un effet indésirable causé par
transfert horizontal de génes et
recombinaison sont les origines des
séquences présentes dans la construction
(origine bactérienne, virale ou autres
séquences eucaryotiques, etc.), et non son
caractére héritable.

Pas de mutagéneése insertionnelle pour les
NHC cantonnées au niveau épisomique.

Les excipients chez I'animal a ADNr
pourvus de NHC peuvent présenter des
dangers directs et indirects pour la
consommation alimentaire. Avec les
NHC, les possibilités d'exposition aux
vecteurs sont plus élevées que chez
I'animal @ ADNr avec HC, en raison des
"effets de dilution".

Risques pour la
consommation
alimentaire

Fonction du schéma d'expression et de la
quantité de la construction, et non du
caractére héritable de la construction
d'ADNr.

Les risques liés aux excipients sont
fonction de I'exposition potentielle (selon
que les cellules ou tissus consommeés
contiennent ou non les excipients).

Avec les NHC, les possibilités
d'exposition aux vecteurs sont plus
élevées que chez I'animal a ADNr avec
HC, en raison des "effets de dilution™.
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6. Conclusions

6.1  Conclusions concernant les génes marqueurs et rapporteurs

¢ Quels sont les faits nouveaux concernant la mise au point et I’utilisation de genes marqueurs
et de genes rapporteurs sélectionnables?

- On utilise au moins trois grandes catégories de génes marqueurs pour cribler et/ou
sélectionner les cellules animales dans lesquelles a été introduit de I'ADN étranger.

- La plupart des représentants de ces 3 classes de marqueurs ont été développés afin de servir
d'outils a la recherche fondamentale. On ne dispose a I'heure actuelle que d'une information
insuffisante sur la sécurité sanitaire que présentent les animaux a ADN recombiné possédant
ces genes marqueurs. Néanmoins, des informations obtenues sur d'autres espéces peuvent
servir de point de départ aux futures recherches sur la sécurité sanitaire des genes marqueurs.

- Les genes marqueurs pour la sélection positive et négative vont devenir de plus en plus
importants, en association avec le transfert nucléaire de cellules somatiques ou pluripotentes
visant a produire des animaux a ADN recombiné destinés a la consommation.

e Y a-t-il des génes marqueurs ou rapporteurs de résistance a des produits autres que les
antibiotiques dont I’innocuité pour I’homme dans les aliments a été démontrée, et dans
I’affirmative, quels sont-ils?

- Bien qu'il existe de nombreux génes marqueurs ou rapporteurs de résistance a des produits
autres que les antibiotiques, peu d'entre eux sont actuellement employés pour produire des
animaux a ADN recombiné destinés a la consommation.

- Gréce a des études de laboratoire sur des modéles animaux, on dispose d'une certaine
experience sur l'utilité, la stabilité et I'efficacité de ces génes marqueurs. Toutefois, le faible
nombre d'études sur la sécurité alimentaire des genes marqueurs ayant une résistance a des
produits autres que les antibiotiques chez les animaux a ADN recombiné destinés a la
consommation n'ont pas apporté de résultats concluants.

e Lorsque I'on entend éliminer des séquences spécifiques d'ADN, existe-t-il des techniques
fiables et sans danger pour le faire systématiquement ?

- Des systemes de recombinaison spécifiques a certains sites peuvent permettre de supprimer
des génes marqueurs, a condition que soient prises des mesures pour éviter autant que possible
des effets secondaires non désirables dus a des recombinaisons non ciblées.

- On ne dispose que d'une quantité restreinte d'information scientifique pertinente concernant
les aspects de sécurité sanitaire des systemes d'excision a des sites précis, chez les animaux
destinés a la consommation.
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6.2  Conclusions concernant les applications non héritables

¢ Y a-t-il des différences importantes du point de vue de la sécurité sanitaire des aliments entre
les animaux ayant des caractéres héréditaires et ceux qui n’en présentent pas, et si oui,
guelles sont-elles??

- Les divers dangers pour la consommation alimentaire que présentent les animaux a ADN
recombiné dépendent des parameétres suivants : a) le statut d'intégration (ainsi que l'origine et la
composition des séquences) de la construction, et non son héritabilité; b) les effets des
excipients, qui restent a évaluer chez les animaux a ADN recombiné portant des constructions
non héritables (NHC).

- Il n'existe pas de différences qualitatives entre les constructions héritables et non héritables,
en ce qui concerne la nature des dangers et des risques liés a leur intégration chromosomique.

- Des différences quantitatives dans la sécurité sanitaire des aliments dérives d'animaux
génétiquement modifiés présentant des constructions héritables ou non héritable pourraient
apparaitre en fonction du patron d'expression et de la quantité de la construction, mais non de
son héritabilité.

- L'éventualité d'un transfert génetique horizontal dépend de l'intégration de la construction
d’ADN recombiné au génome des cellules destinataires, ou de son maintien au niveau
épisomique, et non pas de son caractere d'héritabilité. L'ADN recombiné épisomique, qu'il soit
héritable ou non héritable, peut plus facilement que I'ADN recombiné intégré étre transféré ou
repris par des bactéries ou cellules somatiques des animaux ou des humains qui consomment
des produits alimentaires dérivés d'animaux génétiqguement modifiés. Il peut y avoir la des
risques pour la santé animale, mais on ignore dans quelle mesure cet éventuel transfert
horizontal pourrait poser un probleme pour la santé humaine a la suite de la consommation de
ces produits.

o Y a-t-il des questions specifiques concernant la sécurité sanitaire des aliments (par exemple
concernant les types de vecteurs) qui devraient étre examinées par rapport a I’évaluation de
la sécurité sanitaire d’aliments contenant des caracteres héreditaires par rapport a ceux qui
n’en ont pas??

- 1l est possible gu'apparaissent des différences quantitatives dans la sécurité sanitaire des
aliments dérivés d'animaux a ADN recombiné possédant des constructions d'/ADN recombiné
héritable ou non héritable, en fonction du contenu des vecteurs en séquences virales. En ce cas,
la recombinaison avec des séquences virales endogénes pourrait présenter des risques pour la
santé des animaux a ADN recombiné. La possibilité pour que ces risques de santé animale
engendrent des risques pour la santé humaine est fonction, entre autres, du spectre d'hotes des
virus recombinés qui en résulteraient.
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7.1

7.2

Recommandations

Recommandations sur les génes marqueurs et rapporteurs

Il est fortement recommandé de poursuivre la validation et le développement des systéemes
d'excision des genes permettant de supprimer des séquences d'ADN spécifiques chez les
animaux & ADN recombiné. Ce point s'inscrit dans les conclusions de la consultation FAO-
OMS d'experts de 2003, qui recommande d'éviter lI'emploi de séquences ADN non
nécessaires, y compris des genes marqueurs, dans la construction des génes, (FAO/OMS,
2003).

Il est nécessaire d'approfondir les recherches par des études consacrées aux aliments dérivés
d'animaux a ADN recombine, en vue d'évaluer la sécurité sanitaire des génes marqueurs de
résistance a des produits autres que les antibiotiques et des systemes d'excision de genes.

Il est souhaitable de développer de nouveaux marqueurs de résistance a des produits autres
que les antibiotiques qui faciliteront une sélection efficace, positive et négative, des cellules
transgéniques.

Afin de réduire autant que possible les éventuels effets de recombinaisons non ciblées, les
animaux a ADN recombine destinés a la consommation devraient étre exempts du systeme
d'excision génétique qui a été introduit.

Recommandations sur les applications non héritables

On a recensé un certain nombre de dangers potentiels pour la santé animale liés & I'emploi
de séquences virales, et notamment les risques d'une recombinaison et de I'expression qui
pourrait en résulter, d'une altération de la pathogénicité, et de la transcription inverse des
séquences virales d'ARN. Ces questions devraient constituer le fondement d'une directive
pour une utilisation sGre de vecteurs dérivés de virus en vue d'applications non héritables
visant & la santé et a la production animales. Les évolutions récentes dans le domaine des
vecteurs épisomiques non viraux permettent de surmonter la plupart des inquiétudes que
soulevent les systemes de vecteurs dérivés de virus. Ces directives devraient prendre en
compte les principes des directives établies pour la thérapie génique humaine. L'OIE serait
une instance appropriée pour élaborer une telle directive.

Afin de réduire au maximum la probabilité qu'un effet adverse ne se produise et ne pose un
probléeme de santé animale aux animaux a ADN recombiné a la suite d'un transfert
horizontal de génes a des organismes procaryotiques, les régions codantes des genes
introduits dans les constructions a ADN recombiné et intégrées au génome des animaux
génetiquement modifiés devraient contenir des introns. En effet, les bactéries ne disposent
pas de mécanisme cellulaire permettant I'élimination des introns, et ne pourraient donc pas
génerer un produit fonctionnel au cas ou se produirait un transfert horizontal.

On devra également prendre soin, en développant un produit alimentaire sdr, de ne pas
compromettre la santé de l'animal a ADN recombiné. Les questions de santé animale
devraient constituer une base pour la rédaction d'une directive pour la santé des animaux a
ADN recombiné, semblable a celle qu'élabore I'OIE sur les clones animaux. L'OIE serait une
instance appropriée pour I'élaboration d'une telle directive.
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e |l conviendrait de favoriser I'approfondissement des recherches directes visant a établir si les
dangers en matiere de sécurité sanitaire des aliments sont tributaires des éléments suivants :

a) un éventuel transfert horizontal de genes a des cellules procaryotiques ou
eucaryotiques
b) un ADN recombiné construit a I'aide de séquences virales faisant partie des NHC

(recombinaison virale par exemple).

e Du fait que les animaux a ADN recombiné avec NHC peuvent présenter une divergence
inter-animale accrue dans les produits exprimés par les constructions d'/ADN recombiné, il
est nécessaire d'établir une directive pour les stratégies d'echantillonnage statistiguement
appropriées visant a évaluer le potentiel d'exposition et de risque dérivant de la
consommation d'aliments issus d'animaux a ADN recombiné avec NHC. Les instances
appropriées pour I'élaboration de ces directives seraient les organismes qui ont vocation a
établir des normes internationales, et sont intéresseés par la santé animale et la sécurité
sanitaire des aliments (par exemple la FAO, I'OMS et I'OIE).

e Il conviendrait que des organisations internationales intergouvernementales appropriées,
telles que la FAO et I'OMS, constituent et tiennent a jour une base de données complete et
ouverte au public regroupant tous les résultats rapportés sur la consommation d'aliments
dérivés d'organismes a ADN recombiné, y compris les résultats de toute investigation
ultérieure concernant ces rapports.

e |l conviendrait que des organisations internationales appropriées, telles que I'OIE,
constituent et tiennent a jour une base de donnees compléte et ouverte au public sur les
méthodes d'introduction de constructions héritables et non héritables d’ADN recombiné dans
les espéces animales, accompagnée d'une bibliographie exhaustive.

o |l ne serait pas inapproprié d'utiliser les principes et les méthodes figurant dans le projet de
directive® appliqués pour évaluer la sécurité sanitaire des animaux & ADN recombing, en y
ajoutant les mises en garde relatives aux excipients et épisomes, pour évaluer la santé
animale et la sécurité sanitaire des animaux porteurs de NHC destinés a la production ou a
d'autres fins, et pour évaluer la sécurité sanitaire des animaux traités a l'aide de vaccins a
ADN recombiné.

e Compte tenu de la complexité et de I'importance des questions soulevées par les vaccins a
ADN recombiné en matiere de santé animale et de sécurité sanitaire des aliments, ces
questions devraient étre traitées par un groupe mixte d'experts FAO-OMS-OIE.

* L*avant-projet de directive régissant la conduite de I’évaluation de la sécurité sanitaire des aliments dérivés d’animaux
a ADN recombiné est en cours d'élaboration aux étapes 3 et 4 du processus du Codex (voir ALINORM 07/30/34).
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9. Glossaire

Animal a ADN recombiné . animal dont le patrimoine génétique a été modifié par des techniques in
vitro faisant intervenir les acides nucléiques, notamment I'acide désoxyribonucléique (ADN)
recombiné et I'acide ribonucléique (ARN) recombiné, et le transfert direct d'acides nucléiques dans
les cellules et organelles.

Animal génétiqguement modifié : autre désignation de I'animal a ADN recombiné.

Construction . ADN destiné a étre transféré dans une cellule ou un tissu. La construction pourra se
composer du gene ou des géenes d'intérét, d'un géne marqueur et des séquences de controle
appropriées, en un ensemble indépendant. Une construction répétée a de multiples reprises est
appelée cassette.

Construction héritable : construction intégrée de fagon stable au génome, et transmise de génération
en genération.

Construction non héritable : construction susceptible d'étre intégrée au génome de cellules
somatiques, mais qui en principe ne se transmet pas (ne s'hérite pas) entre générations.

Contrepartie conventionnelle : souche animale connue pour sa sécurité sanitaire en tant qu'aliment,
dont a été dérivée la lignée d'animaux a ADN recombiné, et partenaires de reproduction employés
pour produire les animaux destinés a la consommation finale et/ou les aliments issus de tels
animaux.

Effet excipient: tout effet direct ou indirect résultant de I'exposition & un excipient.

Episome (épisomique) : élément génétique extrachromosomique (par exemple le facteur F chez
Escherichia coli) maintenu dans une cellule indépendamment du chromosome, mais susceptible de
s'intégrer au chromosome hote. Le phénomene d'intégration peut étre gouverné par des facteurs
divers, de sorte que le terme d'épisome est de moins en moins employé, et remplacé par le terme
plus large de plasmide.

Excipient : matériau servant de vecteur au transfert de constructions non héritables, comme les
liposomes, les particules d'or employees dans les applications de biolistique, ou le phosphate de
calcium utilisé pour la transfection.

Génes marqueurs . genes employés pour déterminer si un morceau d’ADN a été introduit avec
succes dans la cellule animale. On utilise des genes marqueurs aussi bien pour la sélection que pour
le criblage.

Geénes rapporteurs . génes codant un produit facile a analyser. On emploie ces génes comme
marqueurs, pour confirmer I'incorporation d'un transgene a une cellule, un organe ou un tissu, et
pour tester I'efficacité de promoteurs spécifiques.

Produit d'expression . molécule spécifique d'/ARN capable de coder une séquence protéique et la
protéine qui en résulte. Certains ARN ne codent pas de protéines, mais assurent une fonction
régulatrice ou biologique.

Recombinases . classe d'enzymes capables de modifier la disposition de séquences d’ADN en
fonction des sites. Certains de ces enzymes peuvent exciser des segments d'ADN entre deux sites de
reconnaissance précis de I'ADN.
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Trait : I'une des nombreuses caractéristiques qui définissent un organisme. Le phénotype décrit un
ou plusieurs traits. Synonyme : caractere.

Transfection : introduction d'une construction d'acide nucléique dans une ou plusieurs cellules de
sorte qu'elle demeure intacte et conserve ses fonctions.

Transfert horizontal de genes (transfert génétique horizontal) . intégration de molécules d'/ADN par
des cellules indépendamment des processus normaux de reproduction.

Transfert nucléaire de cellules somatiques (SCNT) : production asexuée d'organismes dans
lesquels une cellule somatique fournit un génome donneur et est reprogrammée pour produire un
double génétique de I'animal donneur.

Transgene : construction génétique héritable intégrée aux cellules germinales d'un organisme.
Transgénique . qualifie un organisme contenant une construction.

Vecteur . support employé pour introduire des constructions d'’ADN recombiné chez I'animal ou
dans la cellule destinataire, par exemple des plasmides, virus ou bactéries.
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