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>L’étude du développement humain est indis-
pensable afin d’approfondir nos connaissances
et, a long terme, perfectionner nos stratégies
thérapeutiques dans les domaines de la méde-
cine de la reproduction et de la médecine régé-
nératrice. Face a la limite d’accés aux embryons
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surnuméraires et a 'interdiction d’en créer de

nouveaux seulement a des fins de recherche,
deux stratégies alternatives peuvent étre pro-
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posées pour étudier le développement embryon-

naire humain. La premiére consiste a fabriquer

des pseudo-embryons ou blastoides. La seconde - o
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animal par injection de cellules souches pluripo-
tentes, €S ou iPS, dans des embryons d’animaux.
Nous expliquons ici I'importance de ces nouveaux

paradigmes expérimentaux pour étudier le déve-
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loppement humain, et leur complémentarité. <

La France a entrepris de réviser sa législation relative
a la bioéthique. Dans le projet de loi relatif a la bioé-
thique définitivement adopté par I"Assemblée nationale
le 29 juin 2021, quatre articles sont consacrés a la
recherche sur les embryons humains, les cellules souches
embryonnaires (cellules €S), et les cellules souches plu-  maladies monogéniques), 91100 Corbeil-Essonnes, France.

ripotentes induites (cellules iPS). Ils visent a encadrer "Membres actifs élus au conseil d’administration de la société
francaise de recherche sur les cellules souches (FSSCR)
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cette recherche, s’agissant en particulier de la modifi-
cation génétique de I’embryon humain, la différenciation

des cellules souches pluripotentes en cellules germinales,
ainsi que la création de pseudo-embryons (appelés aussi
blastoides), et d’embryons chiméres homme/animal.

La recherche sur I’embryon humain

Nos connaissances sur les mécanismes génétiques du
développement embryonnaire et feetal reposent en grande
partie sur les travaux réalisés chez la souris depuis plu-
sieurs décennies. Ces connaissances ont été déterminantes
dans nombre de domaines d’intérét médical, la technique
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fondée sur les cellules souches pluripotentes induites (iPS)
en étant I'un des aboutissements les plus marquants.
Uétude du développement humain s’avére maintenant
indispensable pour approfondir nos connaissances et, a
long terme, perfectionner nos stratégies thérapeutiques
dans les domaines de la médecine de la reproduction et de
la médecine régénératrice. Pour cette raison, la recherche
sur 'embryon humain est Iobjet d’un intérét croissant
au niveau mondial en dépit des difficultés techniques et
des questionnements éthiques qu’elle souléve. Dans la
plupart des pays, dont la France, seules les recherches
sur les embryons dits surnuméraires sont autorisées. Ces
embryons sont congus dans le cadre d’une assistance
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médicale a la procréation, puis congelés dans 'attente d’une utilisation
ultérieure. Lorsque le couple décide de mettre un terme a son projet
parental, les embryons encore conservés congelés peuvent étre cédés a la
recherche, aprés I'obtention d’un consentement explicite. Cependant, du
fait de la congélation au stade de la morula ou du blastocyste, les étapes
antérieures de leur développement ne sont plus accessibles a I'expérimen-
tation. €n revanche, il est aujourd’hui possible de cultiver des embryons
humains jusqu’au jour 14 du développement embryonnaire, cette limite
issue d’un consensus international étant d’ailleurs inscrite dans le projet
de loi relatif a la bioéthique adopté le 29 juin 2021.

Une fagon d’établir sans équivoque le role d’un géne dans le dévelop-
pement humain consiste a invalider son expression dans des embryons,
par exemple avec la technique CRISPR/Cas9. Cette technique doit étre
appliquée a des embryons tres jeunes, idéalement au stade 1 cellule
(zygote), afin que la modification génétique introduite soit inté-
grée dans toutes les cellules de 'embryon. La France, qui a signé la
convention d’Oviedo en 19971, interdit la création d’embryons pour la
recherche, ce qui limite considérablement la portée de I’autorisation
de modifier le génome de I’embryon humain a des fins de recherche
telle que proposée dans le projet de loi récemment adopté. Néan-
moins, d’autres applications sont envisageables comme, par exemple,
utiliser des lentivirus pour « étiqueter » les cellules de I’embryon a un
stade précoce du développement et suivre le destin de leur descen-
dance jusqu'au 14° jour de développement in vitro. Rappelons pour
finir que la nouvelle loi interdit formellement le transfert d’embryons
génétiquement modifiés a des fins de gestation.

Si elle devait étre un jour autorisée, la création d’embryons destinés
a la recherche se heurterait a un autre probléme : la disponibilité
d’ovocytes humains cédés a la recherche pour la fécondation in vitro.
Une stratégie alternative consisterait alors a fabriquer ces ovo-
cytes a partir de cellules souches pluripotentes, €S (cellules souches
embryonnaires) ou iPS, puis & les féconder par injection intracellulaire
d’un spermatozoide humain. Ce paradigme expérimental a été déve-
loppé chez la souris, et des souriceaux sains ont été ainsi obtenus
[1]. Plusieurs équipes travaillent au développement d’une technique
similaire chez ’lhomme [2]. La nouvelle loi relative a la bioéthique
propose d’encadrer la recherche sur la gamétogenese a partir de cel-
lules souches. Néanmoins, il reste interdit d’utiliser les gameétes ainsi
engendrées pour réaliser une fécondation.

Les modeéles alternatifs

Face a la limite d’accés aux embryons surnuméraires et a I’interdiction
d’en créer de nouveaux pour la recherche, deux stratégies alternatives
peuvent étre proposées pour étudier le développement embryonnaire
humain. La premiére consiste a fabriquer des pseudo-embryons, appe-
[és aussi blastoides car ils miment I’embryon au stade du blastocyste,
le stade qui précede I'implantation intra-utérine chez la femme. Les

! La France a signé la convention le 4 avril 1997 et I'a ratifiée le 13 décembre 2011 pour une entrée en
vigueur le ler avril 2012. https://rm.coe.int/Co€RMPublicCommonSearchServices/DisplayDCTMContent?do
cumentld=090000168007cf99
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blastoides sont obtenus a partir de cellules souches
pluripotentes, €S ou iPS. Ce nouveau modele expéri-
mental a été d’abord développé chez la souris [3], puis
récemment appliqué a ’homme [4, 5]. Les blastoides
correspondent a priori a un stade de développement
aprés la morula. On ne sait pas encore jusqu’a quel
stade ces blastoides sont capables de se développer
in vitro, et jusqu’a quel point ils pourront, a terme,
remplacer les véritables embryons pour la recherche.
Le nouveau projet de loi relatif a la bioéthique propose
d’encadrer cette recherche.

La seconde stratégie consiste a créer des embryons
chimeéres par injection de cellules souches pluripotentes,
€S ou iPS, dans des embryons « hdtes ». Ce modeéle
expérimental est inspiré des chimeres germinales de
souris, dans lesquelles les cellules souches pluripotentes
introduites dans la morula ou le blastocyste colonisent
I’embryon et participent, parfois massivement, au déve-
loppement de tous les organes. On peut introduire une
mutation dans les cellules souches pluripotentes, puis
étudier les conséquences sur leur devenir dans I’embryon,
apres qu’il a été replacé dans I'utérus. Lapplication de ce
paradigme aux cellules souches pluripotentes humaines
est complexe, et la question du choix de I’embryon héote
est particulierement délicate. Par analogie au modele de
la souris, il semblerait cohérent d’introduire les cellules
dans des embryons humains mais, comme nous I’avons
dit, 'acces a ces embryons est limité. De plus, en appli-
cation d’un consensus international, I’embryon humain
ne peut pas étre cultivé au-dela du 14€ jour de dévelop-
pement, c’est-a-dire avant I"apparition de la ligne pri-
mitive, ce qui limite considérablement le champ d’étude
[6]. Une premiére alternative consiste & utiliser les
blastoides comme hétes, mais nous ne savons pas encore
si les premiéres étapes de la différenciation sont correc-
tement modélisées dans ces pseudo-embryons. Une autre
alternative consiste a utiliser des embryons d’animaux
pour créer des chimeéres « inter-especes ». Des cellules
souches pluripotentes humaines ont été injectées dans
des embryons de souris, de lapin ou de porc, et leur deve-
nir a été étudié apres transfert des embryons chiméres
dans I'utérus animal [7, 8]. Dans la plupart des cas, le
nombre de cellules humaines capables de se développer
dans les feetus était trés faible (par exemple, moins
d’une cellule humaine sur 10000 cellules porcines), ce
qui peut s’expliquer par la distance phylogénétique entre
les espéces. Trés récemment, des expériences similaires
ont été réalisées, en utilisant des embryons de singe
macaque phylogénétiquement plus proche de ’homme,
avec des résultats encore médiocres, mais encourageants
[9, 10]. Ces recherches soulévent toutefois des questions
éthiques, en particulier lorsqu’elles sont susceptibles



de conduire a un chimérisme cellulaire dans le cerveau et la lignée
germinale [11]. Le projet de loi relatif & la bioéthique qui vient d’étre
adopté réglemente ce type de recherches, en confiant leur encadrement
a I’Agence de la biomédecine. €n outre, il interdit strictement I'ajout de
cellules animales a des embryons humains, quelle qu’en soit la finalité.

Conclusions

Embryons chiméres et pseudo-embryons constituent des nouveaux
champs de recherche permettant d’étudier le développement embryon-
naire humain, sans faire appel a des embryons surnuméraires. Comme les
embryons chiméres et les pseudo-embryons ne sont pas des embryons
humains, ils échappent de ce fait a la reglementation, qui limite a 14
jours la durée du développement in vitro des embryons humains. Des
réflexions sur ce délai sont en cours, et il est possible que cette limite
soit progressivement repoussée a 21 jours [12]. Les embryons chiméres
et les pseudo-embryons constituent donc des alternatives précieuses
pour déchiffrer les mécanismes génétiques de la gastrulation et de
I’organogenese humaine, et compléter ainsi le socle des connaissances
indispensables pour le développement de la médecine régénératrice. ¢

SUMMARY

Chimeric embryos and pseudo-embryos: An alternative to human
embryos for research

The study of human development is essential to further our knowledge
and to improve our therapeutic strategies in the fields of reproductive
and regenerative medicine. Given the limited access to supernumerary
embryos and the prohibition on creating new ones for research, two
alternative strategies can be proposed to study human embryonic
development. The first is to create pseudo-embryos or blastoids. The
second is to create human/animal chimeric embryos by injecting plu-
ripotent stem cells, €S or iPS, into animal embryos. We explain herein
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the importance of these new experimental paradigms

for studying human development and their complemen-
tarity. ¢
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