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Encore les brevets...

Les brevets — surtout lorsqu’ils tou-
chent au vivant — n’ont pas bonne
presse : la plupart de nos concitoyens
sont choqués lorsqu’ils découvrent
qu’il est possible, en toute 1égalité, de
breveter la séquence d’un géne hu-
main, a partir du moment ou celle-ci
était jusque-la inconnue et ou une
hypothése sur la fonction de la pro-
téine correspondante est émise. Mais,
avancent leurs défenseurs, ces brevets
sont indispensables pour faire avan-
cer la recherche: les investissements
considérables que consentent les in-
dustriels pour leurs investigations ne
peuvent étre justifiés que s’ils gar-
dent, pour un temps limité, un droit
exclusif sur I'application commercia-
le de leurs découvertes. Ces argu-
ments ne sont pas sans valeur, et le
systtme des brevets n’est sirement
pas aussi noir que le disent certains
de ses détracteurs. Pourtant, il déra-
pe parfois de manicre évidente, et en
vient a inhiber tant la recherche que
le jeu normal du marché. C’est, me
semble-t-il, ce qui se passe actuelle-
ment dans le domaine trés a la mode
des puces a ADN. L’exemple est inté-
ressant, car il montre comment cette
institution peut devenir contre-pro-
ductive, et cela d’un strict point de
vue économique, sans faire intervenir
le moindre jugement éthique.

Un peu d’histoire

Les «puces a ADN» sont aujourd’hui
a la pointe de 'actualité : macroarrays,
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microarrays, puces a oligonucléotides,
ces systemes constituent un des es-
poirs de la génomique. Ils permet-
tent en effet d’analyser sur des
milliers de genes ’effet d’un change-
ment d’état physiologique, d’une in-
fection ou d’'un médicament. De fait,
ils constituent a ce jour la seule mé-
thode capable d’apporter une infor-
mation de type fonctionnel a un
rythme comparable a celui de 1'ob-
tention des séquences d’ADN. Ces
puces sont a la mode depuis deux ou
trois années, depuis qu’elles sont
employées de maniere relativement
massive, et que les analystes finan-
ciers puis la grande presse ont dé-
couvert leur existence. En fait, elles
remontent a la fin des années
quatre-vingt, avec les « filtres a haute
densité » popularisés par I’équipe de
Hans Lehrach (qui travaillait alors
aux laboratoires de 1'Imperial Cancer
Research Fund, a Londres, Royaume-
Uni). Ces membranes de Nylon
mesurant 22 par 22 cm et portant
9216clones d’ADN (plasmides ou
cosmides) [1, 2] permettaient déja
d’accéder aux banques d’ADN (qui
étaient alors une ressource rare)
d’une maniere tres efficace. Rappe-
lons que le procédé courant a
I’époque comportait ’étalement de
bactéries sur des dizaines de filtres
disposés dans autant de boites de Pé-
tri, suivi d’un laborieux traitement
(fixation, hybridation, lavage, exposi-
tion...), le tout pour (peut-étre) ré-
cupérer deux ou trois clones «posi-
tifs» avant de recommencer toute
I’opération lors du prochain cribla-

Puces a ADN :
les brevets contre le progres ?

ge... Dés cette époque, I'idée d’utili-
ser ce format pour analyser simulta-
nément le niveau d’expression de
milliers de geénes était dans I’air [3],
mais les premiers résultats devaient
attendre le début des années 1990
[4].

A la méme époque, l'ingénieux Ed-
win Southern — immortel inventeur
du Southern blot qui, par analogie, a
donné son nom au Northern blot puis
au Western blot — faisait une communi-
cation au deuxie¢me colloque Genome
Mapping and Sequencing tenu a Cold
Spring Harbor (New York, USA) en
mai 1989 [5, 6], dans laquelle il dé-
crivait la fabrication de réseaux d’oli-
gonucléotides fixés sur lame de ver-
re, et montrait les premiers résultats
obtenus lorsqu’on les hybridait avec
des segments d’ADN. A I’époque I'ac-
cent était sur le séquencage plus que
sur la mesure d’expression: 'on es-
pérait que le « séquencage par hybri-
dation » allait bientot détroner la mé-
thode de Sanger, espoir qui devait
étre décu par la suite [7].

Pendant ce temps la, Steve Fodor,
alors inconnu de la communauté des
biologistes, tentait vainement de
mettre au point un procédé de syn-
theése des protéines sur un support
solide a I'aide de réactions photochi-
miques. Ce travail n’ayant pas abouti,
il se reconvertissait dans la synthese
d’ADN, et parvenait bientot a déve-
lopper une technique permettant de
synthétiser ¢n situ des oligonucléo-
tides sur une lame de verre, comme
I’avait fait Southern auparavant. Sa
méthode était différente: elle gou-
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vernait les réactions par des illumina-
tions successives de différentes ré-
gions de la lame assurant ainsi I'acti-
vation de réactifs photosensibles.
Cela autorisait la synthése de nom-
breux oligonucléotides différents sur
la méme lame grace a I'emploi de
masques aux dimensions précises
[8]. Notons que le rendement de syn-
these est modeste, ce qui limite la
longueur de ces segments a une ving-
taine de bases. Cette méthode,
proche a beaucoup d’égards de celles
employées pour la fabrication des mi-
croprocesseurs qui font vivre nos or-
dinateurs, allait bénéficier pleine-
ment des connaissances accumulées
et de I'infrastructure mise en place
par l'industrie de la microélectro-
nique. Elle débouchait rapidement
sur des « puces a oligonucléotides »
comportant, dans une surface de
lordre du centimetre carré, plu-
sieurs dizaines de milliers de plots
portant chacun quelques millions
d’exemplaires d’'un oligonucléotide
de séquence définie a I'avance. Ces
puces étaient au départ congues pour
effectuer un « quasi-séquencage », en
fait une détection de mutation sur
des genes déja connus: la puce
« pb3», par exemple, comporte un
ensemble de séquences correspon-
dant aux exons de ce gene et permet,
par la simple hybridation d’'un pro-
duit de PCR obtenu a partir du sang
d’un malade et marqué par fluores-
cence, de savoir si I’on est en présen-
ce de la séquence « standard », ou s’il
existe des mutations, et lesquelles. Le
procédé serait un peu plus tard adap-
té a la mesure d’expression.

Le début des mesures d’expression
a grande échelle

Durant la premiere moitié des an-
nées 1990, plusieurs équipes allaient
progressivement mettre au point la
mesure d’expression simultanée de
milliers de genes. Elles utilisaient es-
sentiellement des produits de PCR
provenant de clones d’ADNc, dépo-
sés sur des membranes de nylon et
hybridés avec des échantillons radio-
actifs [9-11]. Les premiers résultats
de I’équipe de Patrick Brown a Stan-
ford (CA, USA) [12], avec des ADN
fixés sur des lames de verre et un

msssmsm marquage par fluorescence, consti-
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tuaient, eux, le début d’une ap-
proche se prétant mieux a la minia-
turisation, et plus attrayante pour les
industriels ou les cliniciens du fait de
I’élimination de la radioactivité.

En 1996, I'entreprise Affymetrix fon-
dée par Steve Fodor revendiquait,
avec des résultats assez convaincants,
la possibilité pour ses puces a oligo-
nucléotides d’effectuer également
des mesures d’expression [13], et en
faisait bientot son principal cheval de
bataille. Parallélement, une start-up,
Synteni, fondée par un collaborateur
de Patrick Brown, l'initiateur des ré-
seaux d’ADNc sur lame de verre,
proposait des services de mesure
d’expression effectués sur ses microar-
rays comportant 5000 puis bientot
10000 geénes. Les laboratoires et les
industriels prenaient progressive-
ment conscience de la puissance de
ces techniques, les fabricants de ro-
bots et de systemes optiques propo-
saient des appareils adaptés, bref, le
mouvement était lancé. Aprés une
période ou il se publia beaucoup
plus d’articles de revue sur les nou-
velles méthodes d’expression que de
résultats effectifs [14], les vrais tra-
vaux commencaient a apparaitre; il
est clair aujourd’hui que cette ap-
proche, lorsqu’elle est bien menée,
est tres efficace et génératrice de ré-
sultats importants en recherche fon-
damentale et appliquée.

Un foisonnement de méthodes
et d’initiatives

En cette année 2001, les méthodolo-
gies mises en oeuvre sont trés va-
riées. Les macroarrays, membranes
de plusieurs dizaines de centimétres
carrés employées avec des sondes ra-
dioactives, gardent une bonne part
de marché méme si ce format est
moins «tendance» que les systémes
miniaturisés ; d’ailleurs les fabricants
qui les commercialisent ont un cu-
rieux penchant a les baptiser mi-
croarrays*. Les véritables microarrays,

* Pour éviter d’étre mot aussi accusé de jouer sur les
mots, je dirai qu’aw dessus de 1 mm d’écartement
entre les centres des plots (100 plots auw cm? ou
moins) on est en présence d’un macroarray ; au-des-
sous de 500 pm (au moins 400 plots aw cm?), d’un
microarray. Entre les deux il y a effectivement am-

biguité.

préparés sur lame de verre a partir
de clones d’ADNc avec révélation
fluorescente, sont largement em-
ployés, vendus préts a I’emploi par
plusieurs firmes ou réalisés en inter-
ne par les laboratoires qui se sont
équipées des robots ad hoc**. Les oli-
go-chips d’Affymetrix existent en de
nombreuses versions (homme, sou-
ris, drosophile, rat...) permettant a
chaque fois I’analyse du niveau d’ex-
pression d’une dizaine de milliers
de geénes et, malgré leur prix élevé
(plus de mille euros 'unité), se ven-
dent apparemment bien. De nou-
velles techniques apparaissent, no-
tamment des microarrays portant des
oligonucléotides de grande taille
(60 a 80 nucléotides, au lieu des 25
qui constituent la limite du procédé
photochimique  d’Affymetrix)  qui
promettent une compacité bien
meilleure®** ainsi que des mesures
probablement plus fiables [15, 16].
Des approches plus «exotiques» se
développent, puces actives de Nano-
gen ou systemes totalement intégrés
comme le Geniom DNA processor de
FeBIT (http://www.febit.com), un
appareil qui assure a la fois la fabri-
cation du réseau, son hybridation
avec I’échantillon et la lecture du ré-
sultat... Bref, un sain bouillonne-
ment d’idées et d’initiatives comme
peut en produire une économie de
marché ou toute bonne idée trouve
a se financer et peut prendre une
part de marché, pour autant qu’elle
apporte un plus en regard de la
technologie existante.

Un terrain miné

En fait, la situation est loin d’étre
aussi saine. Elle risque méme d’étre
bloquée par des arguments juri-
diques qui cachent mal la volonté
d’une entreprise de se réserver a tout
prix ce marché prometteur, estimé a
trois milliards de dollars pour I’an-
née 2004. Cela manifeste aussi 'ab-
surdité d’un systéme dans lequel les

*% On peut aussi réaliser des microarrays sur ny-
lon, et c’est méme une modalité particulierement effi-
cace du point de vue de la sensibilité [18].

#*%% Dans ce cas il suffit d’un ou deux oligonucléo-
tides pour mesurer le niveau d’expression d’un gene,
au liew de trente a quarante pour les 20-meres d’Af-
fymetrix. Un array de 40 000 plots peut donc
suivre 20 a 40 000 genes.
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brevets sont a la fois tout puissants et
accordés avec une légereté confon-
dante.

On sait que toute start-up qui se res-
pecte doit, pour boucler avec succes
son tour de table et convaincre les
« capitaux-risqueurs» de parier sur
son avenir, détenir de la « propriété
industrielle », autrement dit des bre-
vets accordés, ou tout au moins dé-
posés, qui lui assurent une certaine
exclusivité sur un procédé ou un
marché. L’entreprise Affymetrix, dés
sa fondation, a joué ce jeu a fond et
détient actuellement, aux Etats-Unis,
plus de cent brevets. Ces derniers,
que ’on peut consulter sur le site de
I’Office Fédéral des Brevets (http://
www.uspto.gov/patft/index.html), cou-
vrent un champ tres large, bien trop
large en fait. A en croire Affymetrix, ils
lui assurent I’exclusivité de tout ré-
seau d’ADN comportant plus de
400 éléments au centimetre carré —
autant dire, tous les microarrays exis-
tants*. Ces brevets, qui font bien str
I'objet de contestations, sont le sup-
port d’attaques d’Affymetrix envers
des entreprises accusées de les avoir
enfreints. C’est ainsi qu’un proces est
en cours depuis plusieurs années
entre Affymetrix et Incyle, qui a rache-
té Synten: et repris a son compte les
mesures d’expression a facon et, de-
puis peu, la vente directe de microar-
rays. Un autre proces, cette fois a
I'initiative de la firme britannique
Oxford Gene Technology, qui exploite
les procédés de Southern, semble ac-
tuellement tourner a I'avantage d’Af
Jymetrix. 1l faut dire que cette entre-
prise, dont la capitalisation boursiere
représente aujourd’hui plus de deux
milliards de dollars, a les moyens de
payer de nombreux avocats, et dé-
tient un pouvoir d’intimidation
considérable...

Pouvoir d’intimidation qui vient de
pousser Operon, une filiale de Quiagen,
a retirer ses microarrays du marché
américain. Cette société, une de celles
justement qui développe la voie inté-
ressante que représentent les microar-
rays a base d’oligonucléotides longs,

* Aux dernieres nouvelles, ce serait méme tout réseau
dépassant la densité de 60 plots par centimetre carré,
donc méme les filtres a haute densité, qui existaient
pourtant a Uépoque ou Fodor était encore (au sens fi-
guré) en culottes courles...
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prenait déja soin de ne commerciali-
ser que des réseaux peu denses, com-
portant moins de 400 éléments par
cm?, afin justement d’éviter d’encou-
rir les foudres d’Affymetrix**. Or une
nouvelle interprétation des brevets
suggere qu’ils pourraient couvrir aussi
tout array comportant plus de 60 élé-
ments par cm® (une densité de ma-
croarray trés moyen) : moyennant quoi
Operon a décidé de cesser toute vente
aux Etats-Unis [17].

On en arrive la a une situation
ubuesque, ou une société qui a certes
développé un procédé tres intéres-
sant, mais n’a inventé ni les réseaux
d’ADN ni la mesure d’expression a
grande échelle, est apparemment en
mesure de bloquer le systeme. Ap-
puyée sur sa puissance financiere et
sur des brevets accordés de facon
bien légere, elle semble capable
d’empécher le développement de
procédés qui pourraient s’avérer plus
efficaces que le sien. Les investisse-
ments nécessaires pour mettre au
point, puis amener sur le marché de
nouveaux types de puces a ADN sont
importants, et les industriels (ou «ca-
pital-risqueurs ») hésiteront a les en-
gager si la commercialisation de leurs
produits est a la merci d’un concur-
rent puissant, pourvu d’un large as-
sortiment de brevets et assisté d’avo-
cats agressifs. Tout cela rappelle
naturellement I’histoire de la PCR et
des brevets détenus par Roche — qui
ont ralenti pour un temps les exploi-
tations commerciales de ce procédé,
sans pourtant avoir de conséquences
dramatiques pour la recherche: le
brevet acquis par Roche n’empéchait
pas ’emploi de la PCR dans les labo-
ratoires académiques, et 'entreprise
a su assez rapidement accorder des li-
cences — certes onéreuses — plutot
que de bloquer le marché. Dans le
cas des puces a ADN, c’est la mise au
point de nouveaux procédés qui né-
cessite un marché ouvert, afin que les
firmes y affectent les moyens néces-
saires: elle peut donc étre considéra-
blement ralentie ou méme stoppée
dans une telle conjoncture.

% On pourrait penser que cela fait d’Operon un
concurrent peu dangereux, face aux centaines de
milliers d’oligonucléotides par cm* que propose Affy-
melrix. Mais il faut quarante 20-meres a Affymetrix
la ot un seul 70-mere suffit a Operon : le combat
n'est donc pas si inégal...

La biotech malade des brevets

Cette situation est symptomatique
d’une dérive actuelle de la biotech-
nologie, secteur ou les brevets pren-
nent une importance démesurée et
ou 'existence d’un peu de propriété
industrielle (aussi fragiles que soient
les revendications de brevets souvent
encore en cours d’examen) compte
souvent plus que la solidité scienti-
fique du projet ou que la compéten-
ce des acteurs de la nouvelle entre-
prise. Dérive qui prend toute son
ampleur aux Etats-Unis, ou une im-
portante population d’avocats pousse
aux proces tous azimuts tandis que
certains juges rendent des décisions
aberrantes (comme ces trois milliards
de dollars accordés récemment a un
fumeur contre la firme Phillip Mor-
ris), décisions qui encouragent
d’autres proces tout aussi déraison-
nables. Elle montre aussi les risques
d’abus de position dominante dans
un secteur en plein développement.
Certes, le procédé Affymetrix est effi-
cace, 'entreprise a été la premiere a
proposer a la vente des puces prétes
a l'emploi permettant la mesure
d’expression pour des milliers de
génes, et son potentiel d’évolution
vers une miniaturisation accrue reste
important. Faut-il pour autant la lais-
ser libre d’étouffer le développement
d’autres approches ?

A cet égard un programme lancé de-
puis la fin de 'année derniére par le
ministére francais de la Recherche
pose, a la réflexion, quelques ques-
tions. Au départ, les intentions sont
excellentes: puisque la technologie
d’ Affymetrix représente — personne ne
le conteste — une des voies majeures
pour l'analyse du transcriptome, le
Ministere souhaite qu’elle soit sérieu-
sement testée en France et finance
I'installation des machines corres-
pondantes dans deux centres, a Stras-
bourg et a Paris. Comme le débit de
ces systémes est important, il importe
de permettre a d’autres équipes fran-
caises de les utiliser, ce qui pose le
probléme du prix des puces: méme
apres le rabais «académique » consen-
ti par Affymetrix, il reste treés élevé,
pres de 1000 euros par puce (a usage
unique). Le ministére de la Recher-
che réserve donc des crédits a cet ef-

fet et procéde a un appel d’offres m—
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afin que les meilleurs projets se
voient subventionner le colt des
puces a hauteur de 75 % du tarif aca-
démique, les 25 % restant a la charge
du laboratoire. Encore une fois, tout
cela découle des meilleures inten-
tions; mais cela revient tout de
méme a subventionner, avec I’argent
public, I'entreprise Affymetrix afin de
rendre ses produits plus attrayants
pour nos laboratoires... II est possible
que cela assure a la firme une clien-
tele qui, ayant golté a sa version de
la technologie, aura tendance (a
moins que les résultats ne soient ca-
tastrophiques) a poursuivre dans cet-
te voie. Qu’en pensent les labora-
toires, comme le LETI du CEA, qui
tentent de mettre au point des puces
de deuxi¢me génération et vont avoir
a affronter Affymetrix sur le marché
(et peut-étre devant les tribunaux) ?

Les chances d’une évolution positive

Il faut espérer que les concurrents
d’Affymetrix ne se décourageront pas
et poursuivront la mise au point et la
commercialisation de nouveaux sys-
temes susceptibles d’apporter un
plus aux laboratoires ou aux services
hospitaliers. Heureusement, certains
d’entre eux disposent a la fois de res-
sources importantes, du fait de leur
dimension, et d’une technologie ori-
ginale. Corning, le géant du verre (ca-
pitalisation boursiere : 20 milliards de
dollars), a mis au point un ingénieux
procédé d’impression de microarrays
qui lui permet de produire dix ré-
seaux de 10000 plots par minute;
Motorola, firme connue dans le sec-
teur de la microélectronique (35 mil-
liards) s’appuie, elle, sur un procédé
original de puce a oligonucléotides.
D’autres challengers, comme Agilent
(ex-Hewlett-Packard), Incyte ou méme
Clontech, ne sont dépourvus ni d’ap-
proches originales ni de moyens.

I1 serait bon aussi que les offices de
brevets cessent d’accepter des revendi-
cations exagérément larges et — ba-
layons devant notre porte — que les
brevets européens et francais soient
sérieusement examinés de ce point de
vue. Tout le monde (ou presque...)
aurait a gagner a un libre développe-
ment de ces méthodes qui jouent un
role si important en génomique... ®
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