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>La génétique a depuis longtemps établi que les
mutations apparaissent indépendamment de leur
valeur adaptative. Cependant, il a été identifié
récemment un mécanisme d’évolution d’une des
composantes du systeme immunitaire adaptatif
CRISPR-Cas qui est volontiers qualifié de lamarc-
kien. Ce systeme repose sur I'intégration de frag-
ments du génome d’agents infectieux dans le
génome de I’hGte qui lui confere une meilleure
valeur adaptative. Il existe donc une diversité de
mécanismes évolutifs et, si la plupart relevent de
processus strictement darwiniens, une minorité
implique des mécanismes de mutation plus ou
moins biaisés, donc plus ou moins lamarckiens.
Pour étre extrémement rares, ces processus n’en
demeurent pas moins importants pour com-
prendre les diverses modalités de I’évolution. <

CRISPR-Cas permet de classer les biologistes en trois
catégories qui ne sont pas mutuellement exclusives.
Pour la plupart d’entre nous, c’est un acronyme syno-
nyme de vagues de pourriels qui encombrent nos boites
de courriers électroniques tant les publicités sont
abondantes pour vanter les mérites des diverses com-
pagnies qui commercialisent, sous ce nom, un systéme
de mutagéneése dirigée. Pour beaucoup de biologistes,
c’est en effet une nouvelle approche a la fois effi-
cace, rapide et d’un colt raison-
nable pour modifier des genes, en
particulier chez des espéeces non-
modeles [1] (=9).

Ce saut qualitatif de la maftrise

(=») Voir la Nouvelle
de H. Gilgenkrantz,
m/s n°12, décembre
2014, page 1066

(=) Voir la Synthése
de J.P. Tremblay et la
Chronique génomique
de B. Jordan, m/s
n°ll, novembre 2015,
pages 1014 et 1035

de la mutagénese dirigée souleve
beaucoup d’espoirs, en particulier
dans le domaine de la thérapie
génique [2, 3] (=»), mais aussi
beaucoup de craintes et d’interro-
gations éthiques [4] (=¥).

Enfin, pour quelques biologistes,
c’est un systeme d’immunité adap-

(=) Voir la Chronique
génomique de B. Jor-

dan, m/s n°6-7, juin-
juillet 2015, page 691
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tative chez les procaryotes qui posséde des caractéristiques extraordi-
naires quand on I'examine a la lumiére des théories de I’évolution biolo-
gique [5, 6]. Cest dans cette derniére perspective que nous discuterons
ici le systéme CRISPR-Cas. Deux théories furent développées au xix° siecle
pour rendre compte de la modification des espéces au cours du temps. Le
transformisme de Lamarck s’opposa le premier au fixisme! qui prévalait
depuis I'antiquité en proposant que I’évolution des espéces reposdt sur
des modifications du phénotype induites par le milieu et le mode de vie
des organismes (voir ncadré [7]). A I’inverse, I’évolutionnisme de Darwin
proposa que les modifications héritables du phénotype se produisissent au
hasard, c’est-a-dire indépendamment des effets bénéfiques ou déléteres
qui en découlent [8]. Dans ce cadre, les modifications des espéces au
cours du temps ne sont pas dues a la modification des individus, mais a la
modification des proportions des différentes formes qui coexistent dans
les populations. 'avenement de la génétique au xx° siécle porta un coup
fatal au transformisme lamarckien en établissant I'antériorité de la muta-
tion sur la sélection [9]. Dés lors, la biologie se développa dans le cadre
conceptuel de la théorie de I’évolution de Darwin et le transformisme de
Lamarck ne persista que dans le cadre relictuel du néo-lamarckisme fran-
cais [10] ou dans celui, plus tragique, du lyssenkisme? russe [11]. Beau-

! Le fixisme correspond a la vision d’une nature qui reste immuable au cours du temps, & partir d’une
origine considérée comme une création.

? Trofim Denissovitch Lyssenko était un technicien agricole soviétique, a I’origine d’une théorie génétique
pseudo-scientifique, dérivée du lamarckisme, prétendant améliorer les rendements agricoles par héré-
dité des caracteéres acquis. Il parvint a I'imposer en Union soviétique au cours de la période stalinienne,
déclenchant une épuration qui décapita la génétique soviétique.
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Lois de Lamarck

Premiere Loi. Dans tout animal qui n’a point dépassé le terme de ses
développements, ['emploi plus fréquent et soutenu d’un organe quel-
conque, fortifie peu a peu cet organe, le développe, [’agrandit, et lui
donne une puissance proportionnée a la durée de cet emploi; tandis
que le défaut constant d’usage de tel organe, ’affaiblit insensiblement,
le détériore, diminue progressivement ses facultés, et finit par le faire
disparattre.
Deuxiéme Loi. Tout ce que la nature a fait acquérir ou perdre aux indi-
vidus par Uinfluence des circonstances ou leur race se trouve depuis
longtemps exposée, et, par conséquent, par l’influence de ’'emploi pré-
dominant de tel organe, ou par celle d’un défaut constant d’usage de
telle partie ; elle le conserve par la génération aux nouveaux individus
qui en proviennent, pourvu que les changements acquis soient communs
aux deux sexes, ou a ceux qui ont produit ces nouveaux individus.
Jean-Baptiste de Lamarck, Philosophie zoologique, 1809

coup de concepts lamarckiens sont totalement caduques et, a ce jour,
aucune étude de I'organisation et de I’évolution des génomes, ni de celles
des relations entre le génotype et le phénotype, n’a permis d’identifier de
mécanisme universel de « rétro-ingénierie » permettant aux organismes
d’extraire de I'information liée a leur état ou au milieu, de la stocker
dans leur génome, et de la transmettre a leur descendance. Une évolution
lamarckienne peut toutefois étre envisagée s’il y a une hérédité épigéné-
tique de certains caracteres, mais un tel processus reste a ce jour consi-
déré comme trés marginalement impliqué dans I’évolution a long terme. Il
est certes indéniable que des états de caracteres induisent des modifica-
tions épigénétiques différentes des cellules germinales qui sont transmises
des parents aux descendants sans étre codées dans I’ADN. De méme, des
traits culturels sont héritables sans &tre codés par PADN [12, 43] (=9).
Mais soulignons qu’il s’agit de modes d’évolution
peu fréquents comparativement @ ceux intégrés a

(=») Voir la Synthese
de C. Junien et al.,
m/s n°l, janvier 2016,
page 34

la théorie de I’évolution depuis Darwin. €n effet, la
biologie évolutive a intégré de nombreux concepts
nouveaux, comme notamment la prépondérance des effets du hasard ; et
ce, non seulement au niveau de 'apparition des mutations, mais aussi au
niveau de leur fixation ou de leur perte au cours du
temps [13], de la complexification des systémes

(=») Voir le Forum de

D. Casane et P. Laurenti,
m/s n°12, décembre
2014, page 1177

biologiques [14, 15], voire de la formation de novo
de nouveaux génes [16] (=).

La résistance du lamarckisme contre I’hégémonie de la théorie
actuelle de I’évolution (que nous qualifierons ici de darwinienne) est
aujourd’hui un combat essentiellement hors de la sphere scientifique.
Il s’agit en grande partie de résistances d’ordres religieux ou politique
a une conception matérialiste de I’évolution qui ne propose aucune
direction, aucune prévisibilité aux chemins empruntés par I'histoire
évolutive de I"ensemble des organismes vivants, et donc aucun but
vers lequel tendrait celle de I’homme [17]. Dans un cadre strictement
scientifique, la discorde s’est focalisée essentiellement sur un point :
existe-t-il des mutations qui se produisent préférentiellement quand
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elles apportent un avantage sélectif [18] ? Ce proces-
sus est souvent qualifié de lamarckien (bien que lié de
facon trés ténue aux idées de Lamarck), car il permet
de réintroduire non seulement une relation plus étroite
entre la mutation et "adaptation a I"environnement,
mais aussi une certaine prévisibilité, une direction dans
la marche de I’évolution (Figure 1). Par le passé, des
mécanismes lamarckiens furent plusieurs fois proposés,
mais finalement toujours rejetés [19]. Ce n’est que tres
récemment que fut identifié pour la premiere fois un
mécanisme permettant I’apparition de mutations pré-
férentiellement utiles : le systéme immunitaire adapta-
tif CRISPR-Cas des bactéries et des archées [20].

CRISPR-Cas : un systéme immunitaire adaptatif
chez les procaryotes

Uorganisation et le fonctionnement du systéme CRISPR-
Cas different de facon tres importante selon les lignées
procaryotes considérées [20-251%, mais le principe géné-
ral de fonctionnement est relativement stable et nous
considérerons ici, a titre d’exemple, le systeme tel qu’il
a été décrit chez Escherichia coli. Un « protospacer »
correspondant a un fragment d’ADN exogéne, souvent de
virus ou de plasmide, est intégré a I’extrémité du locus
CRISPR entre deux séquences identiques. Ce locus CRISPR
est transcrit en un long pré-ARNcr (pré-ARN CRISPR), puis
ce transcrit est découpé en différents ARNcr correspon-
dant a différents fragments d’ADN exogenes. Ces ARNcr,
associés a des protéines Cas (CRISPR associated gene),
vont constituer des unités de surveillance a 'intérieur du
cytoplasme et, lors d’infections ultérieures, ils s’associe-
ront aux séquences d’ADN exogenes complémentaires et
les détruiront (Figure 2). Ainsi, I'intégration d’un fragment
du génome d’un pathogene dans son propre génome
permet a la cellule d’acquérir une résistance accrue a ce
méme pathogene si elle entre a nouveau en contact avec
celui-ci. C’est donc bien un systeme immunitaire adaptatif
dans la mesure ou il est modifié au cours du temps pour
étre plus efficace en fonction des pathogénes qui ont
infecté la cellule [26]. Dans la suite de cette revue, nous
nous concentrerons sur ce role des systémes CRISPR-Cas
dans 'immunité. Signalons que, de plus, ces systémes ont
été impliqués récemment dans diverses autres fonctions
comme la régulation de Iexpression des genes, la régu-
lation des comportements de groupe, la régulation de la
virulence virale, la régulation des éléments génétiques

¥ Pour un historique détaillé de la découverte du systéme CRISPR-Cas voir le billet
de blog et le podcast de Pierre Kerner et Adrien Demilly : « CRISPR, la mutagenése
qui croustille » http://ssaft.com/Blog/dotclear/?post/2015/06/25/CRISPR-la-
mutagenese-qui-croustille.
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Figure 1. Deux modes

d’évolution. A. Modele

lamarckien : par un pro-
cessus de rétro-ingénie-
rie utilisant I"information

relative a I’environnement

ou par extraction directe
de ’ADN de cet environne-
ment, une mutation utile
a I'adaptation (favo-

rable) est générée et se

tuet

propage dans la popula-
tion. B. Modeéle darwinien :

la diversité est générée

indépendamment de I’effet favorable, neutre ou délétére des mutations. €n fonction de 'intensité de la sélection, qui dépend des valeurs sélec-

tives des différents génotypes et de la taille de la population, la mutation qui se fixe dans la population n’est pas nécessairement une mutation

favorable. €n effet, le hasard qui a un réle trés important dans les petites populations peut conduire a la disparition d’une mutation favorable ou

a la fixation d’une mutation délétére. €n revanche, dans une grande population, une mutation favorable aura une plus grande probabilité de se

fixer (modifiée d’apres Koonin et al. [5]).

mobiles, la réparation de I’ADN, la dynamique des génomes, voire la dor-
mance cellulaire et 'apoptose [27].

Origine du systéeme CRISPR-Cas

Hormis les séquences exogenes intégrées dans le génome, le systeme
CRISPR-Cas implique d’une part des séquences répétées entre les-
quelles les séquences exogenes s’integrent et d’autre part un ensemble
de protéines qui interviennent dans les différentes étapes nécessaires
a la mise en place d’une protection efficace, soit : (1) I'acquisition
et I'intégration dans le génome de fragments d’ADN exogenes, « les
spacers » ; (2) le clivage du transcrit en ARNer ; (3) I’association d’un
ARNcr avec I’ADN exogéne ; et (4) la destruction du génome exogeéne
(Figure 2). Quand, dans quelle lignée et a partir de quels éléments,
ces constituants du systeme CRISPR-Cas ont-ils été produits ? Ce sont
la des questions auxquelles il est tres difficile de répondre tant les
systémes qui ont été identifiés sont différents, en particulier pour ce
qui est des protéines Cas. Par ailleurs, les genes codant ces protéines
évoluent si rapidement qu’il est tres difficile d’identifier ceux qui sont
homologues, c’est-a-dire hérités d’un ancétre commun. Il a toutefois
été proposé que la machinerie constituant le systeme CRISPR-Cas
ancestral serait apparue chez des archées thermophiles, puis qu’elle
se serait répandue dans d’autres lignées d’archées et de bactéries
par transferts horizontaux [28]. Ce systéme a ensuite évolué dans
des directions trés variées, tant au niveau des étapes qui constituent
le processus d’acquisition de I'immunité, que des genes codant les
protéines constituant la machinerie moléculaire. Les protéines Cas
nécessaires pour manipuler I’ADN ont des activités de type nucléase,
hélicase et polymérase. Il a été proposé que les génes codant les
protéines Casl et Cas9 auraient pour origine des genes portés par
des transposons qui sont des experts en découpage et intégration de
fragments d’ADN [21, 22]. Il est frappant de constater que la recom-
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binaison V(D)), qui permet de créer une grande diversité
de récepteurs des cellules T et d’immunoglobulines chez
les gnathostomes (vertébrés a mdchoires), repose sur
les protéines Rag (recombination activating gene) 1 et
Rag? qui descendent de génes portés par un transposon
[29]. Ainsi, et de fagon indépendante, des systémes
immunitaires adaptatifs tres différents auraient été
bricolés a partir des capacités de manipulations de
I’ADN codées par des transposons [23].

€volution lamarckienne du locus CRISPR

Le systeme CRISPR-Cas est un systéme immunitaire
adaptatif, c’est-a-dire qu’il permet a une bactérie
d’acquérir une protection dirigée contre un pathogene
particulier avec lequel elle a été en contact. Comme
cette protection repose sur I'insertion d’une séquence
d’ADN du pathogene dans son propre génome, elle est
transmissible a sa descendance. Cette modification du
génome est avantageuse dans I'environnement dans
lequel la bactérie vit a un moment donné. Ce proces-
sus d’adaptation suit assez précisément un schéma
lamarckien si la modification du génome n’est pas
aléatoire mais dirigée précisément afin d’augmenter la
valeur sélective de I'individu (Figure 3). Des bactéries
ont été identifiées, chez lesquelles I'intégration de
spacers d’origine endogéne (ADN de la bactérie) ou
exogéne (ADN de virus et plasmides) n’est pas biaisée.
Dans ce cas, I’évolution de la résistance aux agents
infectieux se fait de fagon strictement darwinienne et
au prix de la mort d’un trés grand nombre de bactéries
[6, 30]. Mais, chez d’autres bactéries, des mécanismes
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Figure 2. Les étapes clés du fonctionnement du systéme immunitaire adaptatif CRISPR-Cas des procaryotes.
A. Primo-infection : un fragment d’ADN du phage, le « protospacer », est découpé pour constituer un nouveau
«spacer » qui est intégré entre deux séquences répétées au locus CRISPR. B. Contact ultérieur : I'association

d’un ARN, transcrit du « spacer », avec des protéines Cas constitue un complexe moléculaire permettant I’iden-

tification et la destruction de I’ADN du phage.

moléculaires limitent I'intégration de « spacers » inutiles voire nocifs,
comme, par exemple, des fragments du génome de la cellule elle-
méme [31]. Cette évolution lamarckienne de la composante « spacer »
du locus CRISPR est possible pour deux raisons. D’une part, parce qu’il
n’y a pas de séparation entre cellules germinales et cellules soma-
tiques chez les procaryotes et donc toute modification adaptative
est transmise a la descendance. Chez un organisme multicellulaire, ce
n’est pas aussi simple car une transformation de cellules somatiques
doit conduire a, au moins, une mutation dans une cellule germinale
pour avoir quelque chance d’étre transmise a la descendance. D’autre
part, les procaryotes ayant la capacité d’intégrer des fragments d’ADN
présents dans le milieu [32], ils peuvent en extraire de I'information
génétique a forte valeur adaptative sous une forme « ready-made »*.
Dans le cas du systeme CRISPR-Cas, c’est un fragment d’ADN du
pathogéne qui est intégré. Il n’est donc pas nécessaire qu’il y ait un
mécanisme de « rétro-ingénierie » permettant a la bactérie d’extraire
une information du milieu et de la transformer en ADN pour la stocker
dans son génome, avant de la transmettre a sa descendance.

Pluralité des mécanismes évolutifs

Dans I’état actuel des connaissances, un processus réellement
lamarckien semble donc limité aux organismes unicellulaires ou aux
lignées germinales des organismes multicellulaires, et doit impliquer
le transfert d’information génétique « ready-made », donc d’ADN
présent dans I'environnement. Seule I"évolution des « spacers » du
locus CRISPR-Cas présente ces caractéristiques d’assez pres pour
étre qualifiée de lamarckienne, méme si, dans le détail, cette affir-
mation peut étre discutée [33]. C’est toutefois un exemple isolé et il

* Nom donné par Marcel Duchamp & des objets manufacturés qu’il exposait comme des ceuvres d’art
« toutes faites » : Roue de bicyclette (1913), Porte bouteilles (1914), Fontaine (1917), etc.
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nous semble peu probable
que beaucoup d’autres
exemples soient découverts
dans le futur. Les concepts
actuels de la biologie évo-
lutive ne nous paraissent
donc pas en passe d’étre
profondément modifiés.

S/

Pourtant la renaissance

J/ d’un néo-lamarckisme de
portée générale et la revi-
talisation de I’orthogenése®
sont régulierement annon-
cées dans le cadre d’études
tres médiatisées de I’héré-
dité épigénétique, mais la
plupart des évolutionnistes
considérent que I’impact
de I’hérédité épigénétique
est négligeable sinon nul
sur I’évolution a long terme de la grande majorité des
caracteéres [34]°.

Toutefois, il est également vrai que d’autres exemples
de mutations induites par I'environnement chez les bac-
téries et les archées, mais aussi chez des eucaryotes,
constituent des phénomenes qui peuvent étre qualifiés
de « quasi-lamarckiens ». Les transferts horizontaux de
génes appartiennent a cette catégorie. Les bactéries ont
en effet la capacité d’échanger des génes par I'intermé-
diaire de plasmides, de phages ou par simple transforma-
tion [32]. Cet ADN peut étre ensuite intégré au génome. ||
y adonc un lien direct entre la modification du génome et
I’environnement, source de I’ADN intégré. Ce mécanisme
permet, par exemple, la propagation rapide de résis-
tances aux antibiotiques dans une multitude d’especes
non-apparentées sans réinvention récurrente de ces
résistances. Toutefois, nous ne savons pas si les bactéries
integrent préférentiellement de ’ADN utile a I'adaptation
a I'environnement ; par ailleurs, ’analyse massive d’un
grand nombre de génomes montre que les transferts
horizontaux de genes sont une source « ready-made »
d’information génétique qui ne concerne essentiellement
que les organismes procaryotes [32]. Les transferts hori-
zontaux de genes ne participent donc que marginalement
a la dynamique des génomes des eucaryotes actuels.
Les mutations induites par le stress sont également un
mécanisme d’évolution qualifiable de quasi-lamarckien.

¥ ’orthogenése suppose que I'évolution suit une trajectoire immuable qui échappe &
la fois au hasard et a la sélection naturelle.

¢ A ce sujet, nous recommandons au lecteur de consulter le blog de Jerry Coyne.
https://whyevolutionistrue.wordpress.com/2013/01/12/more-puffery-about-
epigenetics-and-my-usual-role-as-go-to-curmudgeon/
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Dans des conditions de stress, c’est-a-dire dans un environnement sous
optimal pour la survie de bactéries, celles-ci mettent en ceuvre des
mécanismes moléculaires qui augmentent le taux de mutation [19, 35].
Ce mécanisme n'est qu’apparemment lamarckien car, si les mutations
sont bien induites par I"environnement, celles nécessaires a I’adaptation
a cet environnement ne sont pas préférentiellement produites. Il y a
seulement une élévation générale du taux de mutation qui augmente la
probabilité d’apparition de mutations favorables, au prix de I'augmen-
tation du taux de mutations déléteres. Mais la sélection permet, dans
un second temps, la fixation des mutations favorables et la disparition
de celles qui sont déléteres [36, 37]. Des cycles complexes d’apparition
de bactéries produisant beaucoup de mutations dans des environne-
ments perturbés suivis de la fixation de bactéries produisant moins de
mutations dans des environnements stabilisés peuvent ainsi se mettre
en place [38].

Chez les animaux, il a été identifié un systeme contrdlant la proliféra-
tion des transposons dans les lignées germinales qui dépend de petits
ARN (piARN ou PIWI-interacting RNA) [39, 40]. Ces ARN sont souvent
codés par des clusters de séquences dans le génome et ils corres-
pondent aux transposons les plus actifs, c’est-a-dire aux transposons
qui ont les effets potentiellement déléteres les plus importants. Il y
a donc, au cours de I’évolution, une accumulation de séquences de
piARN qui dépend de I’« environnement » en transposons actifs.

Dans le cas du systéeme CRISPR-Cas, comme dans celui des piARN,
I’évolution des séquences est trés rapide et on ne trouve pas les mémes
«spacers », ou les mémes piARN, chez des espéces pourtant proches.
Ce résultat indique que I’environnement, c’est-a-dire les plasmides
et les phages auxquels sont exposées les cellules bactériennes, ou les
transposons actifs dans les cellules eucaryotes, se modifie rapidement,
et que les génomes des hdtes doivent évoluer en conséquence [41].
Les génomes des virus et des plasmides évoluent en réponse, ce qui
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Figure 3. Effet d’un phage sur une popu-
lation de bactéries. A. Bactéries naives :
si un phage prolifere dans une popula-
tion de bactéries ne possédant pas de
«spacer » correspondant a ce phage, la
plupart des bactéries seront détruites,
mais si au moins une bactérie intégre un
fragment du phage dans son génome, elle
sera immunisée et pourra constituer une
population en présence de ce méme phage.
B. Bactéries immunisées : la population
de bactéries n'est pas sensible au phage
(modifié d’aprés Koonin et al. [5]).

constitue un exemple de mécanisme de
coévolution bien documenté [41, 42].
€n conclusion, si la trés grande majo-
rité des processus évolutifs identifiés
a ce jour est représentée par des
mécanismes strictement darwiniens,
il n’en existe pas moins une minorité qui reléve de
mécanismes plus ou moins fortement lamarckiens. Ce
sont des processus rares, ce qui les rend d’autant plus
précieux pour affiner notre connaissance des diverses
modalités de I’évolution. Ces phénomeénes qui reposent
sur des mécanismes élucidés aux niveaux biochimique,
génétique et évolutif sont aujourd’hui intégrés dans la
théorie de I’évolution [33]. Il est donc assez déconcer-
tant, et pour tout dire regrettable, de constater que ces
questions scientifiques passionnantes et les observa-
tions qui démontrent la pluralité des mécanismes de
|’évolution, soient I'occasion d’annonces tonitruantes
de la fin de la théorie de I’évolution. ¢

SUMMARY

The CRISPR case, « ready-made » mutations and
Lamarckian evolution of an adaptive immunity
system

Since genetics has shown that mutation predates selec-
tion, biology has developed within the Darwinian paradigm
framework. However, a mechanism that produces favo-
rable mutations preferentially in response to adaptive
constraints has been recently identified. This mechanism,
the CRISPR-Cas adaptive immunity system, is considered
as a bona fide example of Lamarckian evolution, even
if it only reflects loosely Lamarck’s ideas. This unusual
evolutionary process is made possible by two prokaryotic
properties: i) somatic and germinal cells are not distinct
sets of cells; ii) Archae and Bacteria very frequently
integrate DNA fragments from the environment, and they
therefore have access to a source of “ready-made” useful
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