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     La création d'animaux génétiquement modifiés a permis de réaliser de grandes avancées scientifiques dans 
des domaines variés. En 2006 nous avons mis en place à l'Institut Pasteur de Montevideo une Unité Technolo-
gique capable de conduire un programme de recherche propre et de fournir aux chercheurs d’Uruguay et de la 
région des modèles de souris génétiquement modifiés. En 2014, nous avons mis en œuvre le système CRISPR/-
Cas9, ce qui nous a permis d'élargir le cadre de notre activité et de développer d'autres projets impliquant la 
souris et le mouton, nous positionnant ainsi comme plateforme technologique de référence en Amérique du 
Sud. La législation relative aux Organismes Génétiquement Modifiés (OGMs) dans plusieurs pays d’Amérique 
du Sud ne prend en compte que les modifications comportant l'addition d'ADN exogène et en exclut donc 
l’édition génomique. Cette situation procure un avantage régional favorisant le développement rapide de 
modèles génétiquement éditées y compris dans des espèces animales de rentes.
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ABSTRACT

The generation of genetically modified animals has made possible to achieve great scientific advances in 

several fields. In 2006 we set up a Technological Unit at Institut Pasteur of Montevideo capable of conducting 

our own research program and provide researchers of Uruguay and the region with genetically modified 

mouse models. In 2014, we implemented the CRISPR/Cas9 system, which allowed us to broaden the scope of our 

activity and develop other projects involving mice and sheep, thus positioning this laboratory as a reference 

technological platform in South America. The legislation on Genetically Modified Organisms (GMOs) in several 

South American countries only considers modifications involving the addition of exogenous DNA, while legisla-

tion for genome editing involves a more appropriate regulation for this technology. This situation provides a 

regional advantage favoring the rapid development of genetically edited models including large animal 

species.
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Les animaux de la sous-espèce Mus musculus domesticus, les souris 
de laboratoire, sont les animaux les plus utilisés en expérimenta-
tion animale et dont la génétique est la mieux connue (Panthier 
et al. 2003). C'est dans cette espèce que les techniques de modifi-
cation du génome ont été mises au point à partir des années 
1980. La première d'entre elle, la micro-injection d'ADN dans 
des pro-noyaux, consiste à introduire un ADN exogène, au 
hasard, dans l'ADN cellulaire. Cette technique a permis la 
production de souris transgéniques, un terme proposé par 
Gordon et Ruddle en 1981, et a été essentiellement utilisée 
pour étudier les effets de l'ajout d'un gène donné (une modifica-
tion "gain de fonction") (Gordon & Ruddle, 1981). Chez les 
rongeurs, la micro-injection est peu efficace puisque seul 
1,5-3,2% des embryons injectés donnent naissance à des souris 
transgéniques, avec un niveau d'expression du transgène très 
variable. Chez les animaux de rente, la même technique de 
micro-injection a également été utilisée et le rendement s'est 
révélé encore plus faible car le cytoplasme des ovocytes est 
opaque et les embryons doivent être préalablement centrifugés 
pour pouvoir distinguer les pronoyaux, ce qui contribue au 
faible rendement. Les divers inconvénients de la technique de 
micro-injection telles que la faible efficacité, l'intégration 
aléatoire, le mosaïcisme et l'expression variable du transgène, 
ont conduit au développement de méthodologies alternatives 
dans lesquelles le transgène est introduit par des lentivirus ou 
des transposons (Menchaca et al. 2017). Les vecteurs lentiviraux 
sont des rétrovirus complexes utilisés pour l'insertion de gènes 
exogènes et dont le génome viral est réparti en plusieurs 
fragments pour éviter la formation de virus réplicatifs compé-
tents (Park, 2007). Cette technique a permis de produire des 
souris (Lois et al. 2002), des vaches (Hofmann et al. 2004) et des 
moutons transgéniques (Crispo et al. 2015a). La transgénèse à 
l'aide de transposons d'ADN utilise leur capacité de "couper-col-
ler", qui conduit à l'insertion d'un transgène dans le génome de 
l'hôte en une seule étape. Un ARN messager codant la transpo-
sase, est généralement co-injecté pour catalyser l'intégration du 
gène d'intérêt (Menchaca et al. 2017). Cette technique a permis 
d'obtenir des souris, des rats, des porcs et des poissons zèbres 
transgéniques (Geurts et al. 2011).
Pour la production de modifications génétiques plus précises, la 
recombinaison homologue d'ADN exogène dans les cellules 
souches embryonnaires (cellules ES) (Thomas & Capecchi, 
1987) suivie de la réinsertion des cellules ES ainsi modifiées 
dans la cavité d'un blastocyste a permis de produire des souris 
chimériques (Doetschman et al. 1988) capables de transmettre 
le transgène dans la lignée germinale et de produire ainsi des 
lignées mutantes (Zijlstra et al. 1989; Cohen-Tannoudji & 
Babinet, 1998). Bien qu'il s'agisse d'une technique de référence 
pour divers types de modifications génétiques et qu'elle ait 
rendu possible le développement de modèles murins pour 
l'étude des fonctions des gènes et des maladies génétiques 
humaines, elle est très laborieuse, coûteuse et demande 
beaucoup de temps. De plus, cette stratégie expérimentale ne 
peut pas être appliquée chez les animaux de production dans 
lesquels des cellules souches embryonnaires n'ont pas été 
établies.
Au cours des dix dernières années, diverses technologies basées 

sur des nucléases bactériennes modifiées ont été développées à 
un rythme très rapide et se sont avérées utiles dans divers 
domaines, de la recherche fondamentale aux biotechnologies 
appliquées.

       L’ÉDITION GÉNOMIQUE

L'édition génomique est une nouvelle technologie avec un fort 
potentiel d'application qui permet l'introduction de modifica-
tions génétiques à des sites spécifiques du génome. Elle peut 
être appliquée in vitro ou in vivo grâce à des stratégies d'édition in 

situ, qui permettent d'ajouter, de supprimer ou de modifier des 
gènes, ainsi que de réaliser d'autres modifications génétiques 
très précises (Smith et al. 2006). Ces stratégies sont basées sur 
l'utilisation de nucléases qui produisent des coupures double 
brin (DBS) à un locus génomique d'intérêt. Parmi ces nucléases 
figurent les méganucléases (Smith et al. 2006), les zinc finger 

nucleases (ZFN) (Geurts et al. 2009), et les Transcription 

activator-like effector nuclease (TALEN) (Christian et al. 2010). Les 
plus récentes et les plus connues sont les Cas qui coupent 
l'ADN au niveau de séquences CRISPR (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats) (Jinek et al. 2012 ; Cong et al. 
2013). Le système CRISPR/Cas est dérivé d'un mécanisme des 
procaryotes de type immunitaire adaptatif qui fournit une 
protection spécifique contre les virus et les plasmides. Ce 
système est codé dans l'ADN et médié par une molécule d'ARN, 
et il a été exploité pour développer de puissants outils de 
manipulation génomique chez les animaux, les plantes et les 
micro-organismes (Barrangou & Doudna, 2016). Parmi les 
endonucléases programmables utilisables, CRISPR/Cas9 s'est 
avérée être un outil simple et efficace pour manipuler le génome 
d'une grande variété d'organismes. Cet outil se compose de la 
nucléase Cas9, d’un ARN CRISPR (crRNA) complémentaire de 
la séquence ciblée et d'un ARN trans-activateur de Cas9 (tracrR-
NA) (Chandrasekaran et al. 2018). Pour l'utilisation de ce 
système en génie génétique, le crRNA et le tracrRNA sont 
combinés en un seul ARN guide (sgRNA) capable de guider 
l'endonucléase Cas9 vers la séquence cible et d'induire la 
coupure par Cas9. Cette coupure nécessite la présence d'une 
séquence particulière de 2 à 6 nucléotides dans l'ADN cible, 
appelée protospacer adjacent motif (PAM) à proximité immédiate 
de la séquence cible (Mojica et al. 2009). Avec ce système à deux 
composants, sgRNA et Cas9, on peut cibler spécifiquement 
n'importe quel locus génomique et y produire des coupures 
double brin. Ces coupures sont réparées par la machinerie 
cellulaire endogène selon deux mécanismes. Le mécanisme de 
recollage non homologue (non-homologuous end-joining ou NHEJ), 
qui est imprécis, tend à insérer ou éliminer un ou quelques 
nucléotides (formation d'indel), conduisant souvent à une 
modification du cadre de lecture et à l'inactivation des gènes. Ce 
mécanisme permet de générer des modèles knock-out (KO). La 
coupure double brin peut également être réparée grâce au 
mécanisme de réparation dirigée par homologie (homology-direc-

ted repair ou HDR) lorsque l'on fournit une matrice d'ADN qui 
présente une homologie avec les séquences flanquantes du site 
ciblé. Cette stratégie permet l'introduction de nouvelles 
séquences exogènes dans le gène d'intérêt, créant des modèles 
knock-in (KI).

INTRODUCTION
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LA PLATEFORME UATE DE L'INSTITUT 
PASTEUR DE MONTEVIDEO

La Unidad de Animales Transgénicos y de Experimentación (UATE) 
de l'Institut Pasteur de Montevideo est une plateforme technolo-
gique dont la mission principale est de produire des modèles 
animaux génétiquement modifiés. Cette plateforme se place à 
l’avant-garde scientifique au niveau national et régional. Depuis 
2007, après avoir produit les premiers animaux transgéniques 
en Uruguay, nous avons produit différents modèles par 
micro-injection d'ADN dans le pronucléus (Figure 1) (Crispo et 
al. 2013), par ciblage génique dans des cellules souches embryon-
naires murines et par utilisation des lentivirus (Crispo et al. 
2015a). En 2014, des techniques d'édition de gènes impliquant 
le système CRISPR/Cas ont été implantées à l'UATE alors que 
les premières souris génétiquement modifiées par cette 
technique venaient tout juste d'être rapportées dans le monde 
(Wang et al.. 2013). De même, des moutons KO et KI édités par 

la méthode CRISPR ont été produits en collaboration avec 

l'Instituto de Reproducción Animal de Uruguay (IRAUy) (Crispo et 
al. 2015b ; Menchaca et al. 2020). Avec cette technologie, nous 
avons été parmi les premiers à rapporter la création de moutons 
KO génétiquement modifiés. Le premier projet dans lequel un 
modèle KO murin a été produit par la technique CRISPR/Cas9 
à l'UATE avait déjà fait l'objet de tentatives par recombinaison 
homologue dans les cellules ES. Après 20 séances de micro-injec-
tion, trois chimères avaient été produites, dont aucune n'avait 
montré de transmission de la modification génétique par la 
lignée germinale. En revanche, avec CRISPR, 30 nouveau-nés 
KO ont été produits en quatre séances de micro-injection tradui-
sant une efficacité globale de 6,9% (Meikle et al. 2016). En plus 
d'améliorer l'efficacité, la technique CRISPR/Cas a permis de 
réduire le nombre d'animaux utilisés (femelles donneuses 
d'embryons, femelles receveuses), contribuant ainsi au principe 
des 3R de Remplacement, Réduction et Raffinement (Russell &
 Burch, 1959).

 

Figure 1 : Méthodologie pour la génération de souris génétiquement modifiées. Pour obtenir un grand nombre de zygotes pour la micro-injec-

tion ou l'électroporation, il est nécessaire de superovuler les femelles donneuses avec 5 UI de gonadotrophine chorionique équine (eCG) suivies 

à 48 heures de 5 UI de gonadotrophine chorionique humaine (hCG). Les femelles superovulées sont immédiatement croisées avec un mâle 

fertile ou une fertilisation in vitro est réalisée. Au même temps, les femelles receveuses d'embryons sont croisées avec des mâles vasectomisés 

pour induire une pseudo-gestation. Le lendemain ou 48 heures après, les embryons sont récupérés dans l'oviducte, micro-injectés ou électropo-

rés, puis transférés dans les femelles receveuses. Vingt jours plus tard, les jeunes naîtront, ils seront analysés par PCR et séquençage pour 

déterminer lesquels d'entre eux ont été mutés. Created with BioRender.com.
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LES MODÈLES

Les premiers modèles créés à l'UATE ont été produits en utilisant 
la technologie de micro-injection de fragments d'ADN dans des 
zygotes de souris pour suivre l'activation de la réponse immuni-
taire innée à l'aide d'un gène rapporteur (la luciférase) (Crispo et 
al. 2013). D'autre part, des souris surexprimant le gène Pomc 

(Propiomelanocortin) ont été produites pour réaliser des études à 
visée translationnelle sur la consommation alimentaire et de la 
régulation du poids corporel chez l'homme (Nasif et al. 2015).
En 2006 le laboratoire du Dr Salamone en Argentine a rapporté 
la production de vaches transgéniques clonées produisant de 
l'hormone de croissance humaine dans leur lait. Cette hormone 
étant identique à l'hormone produite dans E. coli, cela démon-
trait que ces vaches transgéniques pouvaient avantageusement 
être utilisées pour la production d'hormone de croissance 
humaine recombinante (Salamone et al. 2006). De même, en 
2007, la génération des premières chèvres transgéniques pour la 
production de human Granulocyte Colony Stimulating factor ont 
été rapportées au Brésil (Freitas et al. 2007).
Dans notre laboratoire, la technologie des lentivirus a été 
appliquée pour la génération d'un modèle de mouton qui 
exprime la protéine GFP (Green fluorescent protein) dans tous ses 
tissus. L'efficacité de transgénèse à la fois chez les embryons 
(97,4 %) et chez les animaux nés (100 %) était très élevée, 
confirmant ce qui avait été rapporté pour cette technique dans 
d'autres espèces (Park, 2007). En dehors de la fluorescence, les 
animaux transgéniques étaient phénotypiquement identiques à 
leurs homologues non transgéniques (Crispo et al. 2015a). Des 
cellules de ces moutons ont été transplantées dans des moutons 
non-transgéniques pour suivre la persistance de la fluorescence.
Avec l'avènement du système CRISPR, les applications de cette 
technique se sont développées. L'un des premiers modèles que 
nous avons produits était une souris KO pour le gène Spats1 
(Spermatogenesis associated serine rich 1), un gène sous-exprimé ou 
muté dans des affections humaines telles que l'infertilité mascu-
line et le cancer du testicule. Ce modèle de souris KO n'a présen-
té aucune différence phénotypique significative par rapport aux 
individus sauvages, ne permettant pas de confirmer le rôle du 
gène (Capoano et al. 2021). D'autres modèles liés à l'infertilité 
chez l'homme ont été générés, avec des anomalies morpholo-
giques marquées dans les gonades des souris mutantes (Hernán-
dez-López et al. 2020). Des modèles murins ont également été 
générés pour l'étude des cancers (Segovia et al. 2019), de l'obési-
té et des maladies neurodégénératives.
L'édition génomique pourrait également être utile chez les 
espèces animales de rente et pour contribuer à la production 
alimentaire humaine (Menchaca, 2021). La consigne est 
"comment produire plus avec moins", dans le cadre d'un 
développement durable. L'un des modèles les plus intéressants 
avec une application directe en production animale a été la 
production de moutons KO pour le gène de la myostatine, 
capable de produire une plus grande masse musculaire, dans le 
fonds génétique de la race mérino superfine (Crispo et al. 2015b). 
Les moutons KO ont montré une augmentation de 25% de leur 
masse corporelle par rapport aux animaux non mutants, en 
raison de l'augmentation de la masse musculaire, tout en conser-
vant la même finesse de laine que la race d'origine. La produc-

tion de ce modèle a double usage est un exemple de la contribu-
tion possible de la méthode CRISPR aux efforts zootechniques 
permettant de produire plus de nourriture pour l'homme sans
augmenter la taille du troupeau.
Un autre modèle produit par notre groupe et publié récemment 
est un mouton sourd déficient pour le gène de l'otoferline, qui 
reproduit un type spécifique de surdité non syndromique chez 
l'homme. La technique utilisée a nécessité une matrice de 
réparation pour générer la même mutation que chez l’humain. La 
technique s'est avérée très efficace, avec un total de 73 agneaux 
nés, dont 13 (17,8%) avaient des mutations indel et huit (61,5%) 
avaient des mutations KI (Menchaca et al. 2020). Cet exemple, qui 
permettra de tester différentes thérapies géniques, illustre l'applica-
tion de la technologie CRISPR dans des études biomédicales.
D'autres exemples rapportés chez les animaux d’élevage en 
Amérique de Sud incluent l'édition dans des embryons bovins 
du gène prion PRNP, responsable de la maladie de la vache folle 
(Bevacqua et al. 2016), et l'édition du gène OCT4 aussi dans des 
embryons bovins (Camargo et al. 2020).

RÉGULATION

Le Brésil et l'Uruguay sont les deux seuls pays d'Amérique du sud 
à avoir établi une législation nationale concernant l'utilisation 
des animaux de laboratoire, au cours des dix dernières années. 
En Uruguay, la loi #18.611 traite de l'expérimentation animale 
dans l'enseignement et la recherche scientifique et a permis 
d'améliorer la prise en compte du bien-être animal, avec une plus 
grande sensibilisation des chercheurs et au niveau sociétal.
Concernant la réglementation sur la création et l’utilisation de 
modèles animaux génétiquement modifiés (OGM) pour la 
recherche, il existe des différences au niveau international. Aux 
États-Unis, la Food and Drug Administration (FDA) applique, dans 
les instituts de recherche, des exigences strictes uniquement 
pour les constructions d'ADNs recombinants (considérés 
comme de nouvelles molécules médicamenteuses administrées à 
l'animal). Dans l’Union Européen, l'application de cette techno-
logie est strictement réglementée et il a été établi un cadre 
juridique étendu sur les OGM depuis 1990 (Plan & Van Den 
Eede, 2010). Dans un arrêt du 25 juillet 2018, la Cour 
Européenne de Justice a décidé que les techniques d'édition 
génomique entraient dans le cadre des OGMs et étaient donc 
soumises aux mêmes contraintes. Toutefois, cette décision est 
actuellement largement débattue sur des bases scientifiques et 
en raison d'enjeux économiques, pour l'agriculture, et sanitaires 
pour l'élevage (Roger, 2021). La prise en compte réglementaire 
de l'édition du génome est très récente et diffère largement entre 
les pays. Certains pays d'Amérique du Sud (comme le Brésil et 
l'Argentine), ainsi que des pays d'autres régions (Israël, le Japon 
et l’Australie), ne considèrent pas l'édition génomique comme 
créant des OGM. Des décisions prises au cas par cas                      
permettraient d'ouvrir des perspectives pour l’application de ces 
technologies (Schmidt et al. 2020). La position de l'Uruguay 
n'est pas encore arrêtée mais pourrait suivre cette voie.
La réglementation qui sera appliquée à l'avenir aux organismes 
génétiquement édités conditionnera plus précisément le 
développement ou non de ces technologies dans chaque région, 
et un débat franc entre tous les acteurs impliqués (chercheurs, 
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