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> Les chimeéres inter-espéces sont a la fois
les créatures fantastiques et monstrueuses
des mythologies grecque ou égyptienne, et un
outil de recherche établi de longue date. Des
avancées récentes dans le domaine des cellules
souches pluripotentes ont permis d’élargir
le répertoire des chiméres inter-espéces aux
chiméres «systémiques » dans lesquelles
le mélange des cellules des deux espéces
concerne tous les organes, y compris la lignée
germinale. Ces embryons et feetus chimériques
ouvrent de nouvelles voies de recherches et des
applications médicales potentielles. Dans cette
revue, nous ferons le point sur les dernieres
avancées dans ce domaine. Nous discuterons les
concepts de complémentation et d’équivalence
développementale. Nous évoquerons également
les verrous méthodologiques a débloquer, ainsi
que les limites biologiques et éthiques de ces
nouvelles techniques. <

Une chimeére inter-espéce est un organisme, embryon-
naire, feetal ou adulte, constitué d’un mélange de
cellules provenant de deux espéeces différentes. Chez les
mammiferes, des chimeres mouton/cheévre, beeuf/zébu
et rat/souris ont été obtenues par agrégation d’em-
bryons préimplantatoires [1]. Ces chiméres sont dites
« systémiques » car le mélange des cellules des deux
espéces concerne tous les organes, y compris la lignée
germinale. Pour produire des chimeres inter-especes
systémiques, une technique, différente de "agrégation
préimplantatoire, consiste a introduire des cellules
souches pluripotentes d’une espece dans un embryon
d’une autre espéce. Les cellules injectées s’agregent
aux cellules pluripotentes de I’épiblaste et participent
alors a Porganogeneése, aprés que I’embryon chimere
obtenu ait été re-transféré dans I'utérus de I'animal.
Les cellules souches pluripotentes utilisées peuvent
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étre soit des cellules souches embryonnaires (ou €S) fabriquées a
partir d’embryons préimplantatoires, soit des cellules souches pluri-
potentes induites (ou iPS) fabriquées par reprogrammation de cellules
différenciées. Des chimeéres inter-espéces produites par adjonction
de cellules souches pluripotentes de rat et de mulot a des embryons
de souris ont ainsi été obtenues [1]. Cette technique repose sur la
capacité remarquable des cellules souches pluripotentes de rongeurs
a coloniser I’embryon préimplantatoire pour produire des chimeres
germinales intra-especes, une propriété utilisée depuis trois décennies
pour fabriquer des souris knockout, dont un gene ou plusieurs génes
ont été invalidés.

Depuis quelques années, ce paradigme expérimental est appliqué aux
cellules €S et iPS humaines dans le but de produire des chimeres sys-
témiques homme/animal. Bien que cette technique n’en soit qu’a ses
balbutiements, elle ouvre de nombreuses perspectives médicales et
biotechnologiques [1-6]. Elle permettrait d’étudier les mécanismes du
développement embryonnaire et feetal humain, sain et pathologique.
Grace aux chimeres homme/animal, il serait ainsi possible de modéli-
ser 'efficacité et la sécurité des thérapies cellulaires, ou d’étudier la
toxicité de composés chimiques et I'efficacité de nouvelles molécules
thérapeutiques sur des cellules humaines différenciées in vivo, chez un
animal. A plus long terme, cette technique pourrait étre utilisée pour
produire des tissus et organes humains en vue de leur transplantation.

Les chimeéres rat/souris et la complémentation
développementale

Lorsque des cellules €S de souris sont injectées dans des embryons pré-
implantatoires de rat ou, inversement, que des cellules €S de rat sont
injectées dans des embryons préimplantatoires de souris, les cellules
injectées colonisent I’épiblaste de "embryon hote et participent a la
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Figure 1. Complémentation développementale entre le rat et la souris. De rat & souris (panneau de gauche) : Pintroduction de cellules €SC/iPSC

Pdx1*'* de rat dans des embryons de souris PdxI~~ produit des feetus chimeéres dans lesquels le pancréas est presque entiérement constitué de cel-

lules de rat. De souris & rat (panneau de droite) : I'introduction de cellules ESC/iPSC Pdx1*/* de souris dans des embryons de rat Pdx]1~’~ produit des

feetus chiméres dans lesquels le pancréas est presque entierement constitué de cellules de souris. Les points rouges dans les feetus représentent

les cellules dérivées des cellules €SC/iPSC qui ont colonisé les autres organes. PdxI : pancreatic and duodenal homeobox 1 ; ESC/iPSC: cellules

souches embryonnaires/cellules souches pluripotentes induites.

formation de tous les tissus. Les deux types cellulaires forment alors
une mosaique attestant la participation des cellules des deux espéces
au développement de I’organisme chimere. U'analyse histologique
de ces animaux chimériques a révélé un détail inattendu : lorsqu’on
injecte des cellules €S de souris, une espece possédant une vésicule
biliaire, dans des embryons de rat, une espéce qui en est naturelle-
ment dépourvue, les animaux chimériques ainsi obtenus possédent une
vésicule biliaire entierement dérivée des cellules €S de souris. Ainsi, en
I’absence de compétition par les cellules de I’embryon hote, les cel-
lules €S injectées sont capables de former un organe entier qui n’existe
pas naturellement chez ’héte [7]. Cette observation fortuite a contri-
bué a I’émergence du concept de complémentation développementale.
La complémentation développementale a été explorée dans divers
tissus et organes, dont le pancréas, le foie, le poumon, le cceur, le rein,
le thymus, le cerveau, les tissus vasculaire et hématopoiétique et la
lignée germinale médle [5]. Nous ne discuterons ici que de la complé-
mentation développementale inter-especes. Le modéle expérimental
repose sur 'injection des cellules €S de rat dans des embryons préim-
plantatoires issus de souris transgéniques porteuses d’une mutation
empéchant la formation de I'organe qui est ciblé. Par exemple, la
mutation du géne PdxI (pancreatic and duodenal homeobox 1), qui
code un facteur de transcription, empéche la formation du pancréas
endocrine (les cellules B) lors du développement. U'agrégation de
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cellules €S de rat a des embryons de souris de génotype
Pdx1~~ (dépourvues d’expression de ce facteur) produit
un animal chimére dans lequel le pancréas, exocrine et
endocrine, est entiérement constitué de cellules de rat
(Figure 1). La complémentation fonctionne également
en sens inverse : I'agrégation de cellules €S de souris a
des embryons préimplantatoires de rat PdxI~~ produit
un animal chimére dans lequel le pancréas est entie-
rement constitué de cellules de souris [8]. Dans ces
expériences, la taille du pancréas formé dans I’animal
chimérique est déterminée par I’espece hote. Ainsi,
le pancréas de rat formé apres injection de cellules
€S de rat dans des embryons de souris a la taille d’un
pancréas de souris, naturellement plus petit, alors que,
dans I'expérience inverse, le pancréas de souris formé
dans la chimere a la taille d’'un pancréas de rat, natu-
rellement plus gros. La greffe d’flots de Langerhans,
extraits du pancréas de I"animal chimérique, a des ani-
maux nouveau-nés syngéniques, donc génétiquement
identiques, dépourvus de pancréas, permet de réguler
le taux de glucose sérique, indiquant que "organe ainsi
créé est fonctionnel [9]. D’autres expériences de com-
plémentation développementale ont été réalisées avec



des cellules €S de rat, introduites dans des embryons de souris trans-
géniques Nkx2.57~1 et Pax6™-2. Dans les feetus chiméres ainsi obtenus,
les organes ciblés étaient majoritairement constitués de cellules de rat
[7]. Dans le cas de la complémentation utilisant les embryons Nkx2.57,
les foetus chiméres ont retrouvé une croissance normale au 11°¢ jour de
gestation.

Une étude récente a étudié la complémentation développementale
rat/souris dans la cadre de la différenciation germinale [10]. Des cel-
lules €S et iPS de souris ont été introduites dans des blastocystes de
rat dont le géne Prdm14° avait été inactivé bloquant ainsi la formation
des cellules germinales primordiales. Des spermatides de souris se sont
développées dans les testicules du rat et des ovocytes de souris fécon-
dés avec ces gametes ont produit des souriceaux. Toutes ces données
suggerent que la niche développementale créée par la mutation peut
étre comblée par les cellules d’une autre espece et que le tissu ou
I’organe ainsi obtenu est fonctionnel.

Létat naif de pluripotence et la compétence des cellules €S
et iPS a coloniser ’embryon préimplantatoire

Lefficacité de la colonisation des embryons de rat par des cellules €S
de souris, et celle du scénario inverse, tient a au moins deux facteurs.
Le premier est la proximité phylogénétique des deux espéces (voir
plus loin). Le second est relatif aux caractéristiques intrinséques des
cellules €S et iPS des rongeurs. Ces cellules peuvent exister dans deux
états différents, appelés « naif » et « amorcé », selon la nature des
facteurs de croissance utilisés pour les produire et les maintenir en
culture. U'état naif requiert 'une des cytokines de la famille de I'in-
terleukine (IL)-6, comme le leukemia inhibitory factor (LIF), alors que
I’état amorcé est strictement dépendant des
facteurs de croissance fibroblast gowth fac-
tor (FGF)2 et activine A [11] (=¥).
L'obtention de chiméres systémiques requiére des cellules €S et iPS a
I’état naif, état le plus immature, qui correspond a I’état dans lequel
se trouvent les cellules pluripotentes de I’épiblaste de "embryon pré-
implantatoire. Ainsi, lorsque les cellules €S sont réintroduites dans des
embryons, elles sont replacées dans leur niche d’origine et participent
au développement en contribuant a la formation de tous les tissus et
organes, y compris la lignée germinale (Figure 2A). Cest le concept
d’équivalence développementale ou homochronie entre les cellules €S
implantées et les cellules de I’hote. Les cellules iPS naives possedent
les mémes caractéristiques.

La situation des primates est radicalement différente. Les cellules €S
de primates, humain et non-humains, ne répondent pas aux cytokines
de la famille de I’IL-6 et n'ont pas les caractéristiques fondamentales
de I’état naif, bien qu’elles soient dérivées d’embryons préimplanta-
toires, comme chez les rongeurs. €n culture, elles subissent en effet
une dérive spontanée et ne peuvent s’auto-renouveler efficacement

(=) Voir la Synthése de M.
Afanassieff et al., m/s n° 11,
novembre 2018, page 944

! Uinactivation du gene Nkx2.5 (NK2 homeobox 5) induit un arrét du développement du cceur et un retard
de croissance important apres 11 jours de développement.
? Linactivation du géne PAX6 (paired box 6) provoque une atrophie de I'ceil.

* Le géne PRDM14 (PR/SET domain 14) est impliqué dans le processus de différenciation germinale.
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qu’a I’état amorcé, grace au FGF2 et a I'activine A. Les
cellules €S de primates sont donc incapables de former
des chimeres systémiques aprés introduction dans des
embryons préimplantatoires de souris (ou de primates
non-humains) car il n’y a pas d’équivalence dévelop-
pementale avec les cellules de I’hdte (Figure 2B). Les
cellules iPS de primates, humain et non-humains, pré-
sentent les mémes propriétés et sont également inaptes
a la colonisation de I’embryon d’une autre espéce
comme la souris [11, 12].

Afin de restaurer I’équivalence développementale, qui
fait défaut entre les cellules €S et iPS de primates et
les embryons des autres especes, des protocoles de
culture ont été élaborés pour reprogrammer les cellules
€S et iPS humaines vers un état naif (Figure 2C). Ces
protocoles utilisent différents cocktails de molécules,
comprenant des facteurs de croissance, des inhibiteurs
de kinases et d’histones déacétylases, ainsi que des
agonistes de facteurs de transcription. Les cellules ainsi
obtenues présentent les caractéristiques cardinales de
I’état naif de pluripotence avec une reconfiguration du
transcriptome et de I’épigénome qui rapprochent les
cellules ainsi reprogrammées des cellules pluripotentes
naives de I’embryon préimplantatoire de primates
[13-17]. Aprés injection dans des embryons de souris,
de lapin, de porc, et de singe macaque, les cellules
humaines, dites naives, sont alors capables de coloni-
ser "embryon préimplantatoire au stade blastocyste.
Lorsque les embryons chimeres sont transférés dans des
femelles hotes, on observe néanmoins une faible contri-
bution des cellules humaines au développement du
feetus. Le taux de chimérisme obtenu varie en fait d’une
étude a I'autre. Les taux les plus faibles ont ainsi été
obtenus apres injection de cellules iPS humaines dans
des embryons de porc (moins de 1 cellule humaine sur
10 & 21-28 jours de gestation [7]), et les taux les plus
élevés (bien qu’inférieurs & 5 % de cellules humaines)
aprés injection dans des embryons de souris [18]. Dans
ces feetus chimériques, certaines cellules d’origine
humaine expriment des marqueurs spécifiques de I'un
ou I'autre des trois lignages embryonnaires (ectoderme,
mésoderme et endoderme), indiquant une différencia-
tion au moins partielle de ces cellules. Aucune étude
n’a cependant vérifié la diploidie des cellules. On ne
peut donc exclure une fusion entre cellules humaines
et cellules de I’hdte, ce qui serait a 'origine de cellule
tétraploides homme/animal, comme cela a été récem-
ment décrit chez la souris [19].

Une question importante est de savoir la raison pour
laquelle les cellules €S et iPS de primates, humain
et non-humains, alors qu’elles sont reprogrammées
a Pétat naif, sont beaucoup moins efficaces que les
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Figure 2. Colonisation des embryons préimplantatoires de mammiferes par les cellules ES ou iPS de souris, d’homme et de singe macaque Rhésus.

(A) Colonisation de I"embryon de souris par des cellules €S (cellules souches embryonnaires) et iPS (cellules souches pluripotentes induites) de

souris. (B) Colonisation des embryons de souris, de lapin et de porc par les cellules €S ou iPS d’homme ou de singe macaque Rhésus & I’état amorcé

de pluripotence. (€) Colonisation des embryons de souris, de lapin et de porc par les cellules €S ou iPS d’homme ou de singe macaque Rhésus &

I’état pseudo-naif de pluripotence. Les cellules injectées sont marquées par la GFP (green fluorescent protein).

cellules €S et iPS de rongeurs pour coloniser les embryons. Pour
répondre a cette question, nous avons reprogrammé des cellules €S de
singe macaque rhésus et des cellules iPS humaines a I’état naif a I'aide
de différents protocoles, puis nous avons introduit les cellules ainsi
obtenues dans des embryons de lapin et de singe macaque cynomolgus
afin d’étudier leur devenir. Des cellules €S de souris ont été analysées
en paralléle, avec le méme schéma expérimental. Nous avons observé
que les cellules €S de souris se multiplient trés activement au sein des
embryons de lapin et de macaque, la plupart restant pluripotentes
pendant au moins 72 heures. &n revanche, les cellules €S de macaque
rhésus et les cellules iPS humaines ont un comportement radicalement
différent. Aprés leur injection dans les embryons, la plupart meurent
par apoptose. Les cellules qui survivent s’arrétent en phase G1 du cycle
cellulaire et se différencient prématurément en cellules exprimant
des marqueurs de I’endoderme et du mésoderme (Figure 3) [20]. Ces
résultats révelent une différence importante entre les cellules souches
pluripotentes naives de souris et de primates : les cellules de primates
sont incapables de maintenir un cycle mitotique actif une fois intro-
duites dans Ienvironnement embryonnaire, ce qui freine leur intégra-
tion compétitive aux cellules pluripotentes de I’épiblaste de I’hGte et
donc leur participation a son développement.

LUimpact de I’espéce héte sur la colonisation de I’embryon par
les cellules €S et iPS humaines

Le choix de I'espéce hote répond a des contraintes pratiques, bio-
logiques et éthiques. La premiere contrainte est la disponibilité des
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embryons. Pour cette raison, la plupart des expériences
de chimeres homme/animal ont ainsi été réalisées avec
des embryons de souris et de lapin. Mais la différence
dans la taille des individus et dans la cinétique du
développement embryonnaire et feetal, limite consi-
dérablement 'intérét des rongeurs et des lagomorphes
(comme le lapin) (Figure 44). €n effet, chez la souris
et le lapin, la gastrulation débute au 7¢ jour de déve-
loppement, mais seulement au 15° jour chez I"homme.
La vitesse de multiplication des cellules humaines est
donc naturellement plus lente que celle des cellules
hotes, ce qui peut expliquer la dilution graduelle des
cellules humaines implantées que I’on observe au
début du développement post-implantatoire dans les
expériences de chiméres homme/souris et homme/
lapin. Les expériences de complémentation développe-
mentale entre le rat et la souris ont révélé que la taille
de I’organe était dictée par I'espéce hdte. Un pancréas
humain de la taille de celui d’une souris ou d’un lapin
serait donc de peu d’utilité pour des applications médi-
cales ou biotechnologiques. Pour ces deux raisons, le
porc semble donc, @ premiere vue, une espece hote qui
serait plus appropriée.

Les chimeres homme/porc obtenues a ce jour montrent
un taux de chimérisme extrémement faible (moins
de 1 cellule humaine pour 10* cellules animales [7]).
Ce faible taux doit nous interroger sur la capacité
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Figure 3. Colonisation des embryons préimplantatoires de lapin par les cellules ES de souris (A) et de singe macaque Rhésus (B). Les photographies

montrent des embryons de lapin chimeres obtenus apres introduction de cellules €S (cellules souches embryonnaires) de souris (A) et de singe

macaque Rhésus (B), puis soumis & un immunomarquage pour révéler les cellules en phase S (en vert) et en phase Gl (en rouge), les cellules

injectées exprimant la GFP (green fluorescent protein), et les cellules pluripotentes exprimant le facteur SOX2 (sex determining region Y-box 2) (en

violet). Les noyaux sont marqués au DAPI (en bleu).

des cellules souches pluripotentes humaines a former des chimeéres
systémiques avec des embryons issus d’espéces aussi éloignées. Une
chimere systémique inter-espece ne se définit pas seulement par
le mélange de cellules issues de deux espéces. Les cellules souches
transférées, que cela soit par injection ou par agrégation, doivent étre
capables de participer a la différenciation des tissus de I’hote et au
développement de ses organes, en harmonie avec ses propres cellules.
Ce co-développement doit s’effectuer sans dysplasie des cellules don-
neuses qui pourraient altérer la morphologie et le fonctionnement de
I’organe chimérique. Dans les études portant sur les chiméres homme/
porc, 75 % des feetus chimériques étaient malformés, suggérant un
effet délétere des cellules humaines, méme en faible nombre, sur le
développement du feetus [7]. Des différences de stratégies de déve-
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loppement, la divergence de séquences peptidiques de
ligands et de leurs récepteurs, ainsi que des molécules
d’adhérence cellulaire, peuvent interférer avec le déve-
loppement de I’hGte et ainsi rendre le co-développe-
ment difficile, voire impossible.

Mais jusqu’a quelle distance phylogénétique le co-
développement naturel des cellules de deux espéces
est-il possible ? L’étude des chiméres inter-especes,
obtenues soit par agrégation d’embryons préimplan-
tatoires, soit par adjonction de cellules €S a des
embryons, apporte une premiére réponse (Figure 4B).
Des chiméres adultes ont pu étre obtenues par agréga-
tion d’embryons de beeuf et de zébu (qui ont un ancétre
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des ancétres communs entre espéces utilisées pour fabriquer des chiméres systémiques (d’aprés www.timetree.org).

commun daté de — 0,5 million d’années [MA]), de souris commune et
de souris des rizieres (ancétre commun daté de — 6,5 MA), et de chevre
et de mouton (ancétre commun daté de — 10 MA). Des feetus chimeéres
rat/souris (ancétre commun daté de — 20 MA) ont également été
obtenus, mais aucun n’a survécu apres la naissance. Les feetus chimé-
riques réalisés entre la souris et le campagnol (ancétre commun daté
de — 33 MA) ont montré des malformations provoquant un arrét de leur
développement in utero [1]. Il semble donc exister une barriére, située
vers — 10/- 15 MA, au-dela de laquelle le co-développement devient
difficile, voire impossible. On peut alors s’interroger sur la capacité
des chimeéres homme/porc a se développer, sachant que "ancétre
commun des primates et des artiodactyles* remonte a — 96 MA...

Le singes macaque (rhésus ou cynomolgus) pourrait apporter une solu-
tion. On situe I'ancétre commun des Cercopithéques (singes de I'ancien
monde) et des Hominidés vers — 30 MA, une distance encore impor-
tante mais peut-étre acceptable, si I’on considére le ralentissement de
la divergence génétique décrites entre les primates, par rapport a celle
décrite avec les rongeurs [21]. Les premiéres chiméres embryonnaires
entre cellules iPS humaines et embryons de singe macaque cynomolgus
[20] que nous avons réalisées, ont montré une colonisation par les
cellules d’origine humaine sensiblement améliorée par rapport a celle
observée dans les chimeéres homme/lapin. €n raison du cadre législatif
francais et des questions éthiques soulevées par les chimeres homme/
singe, nous n’avons pas étudié la participation des cellules humaines
aux premiéres étapes de I’organogénese in utero. Mais une équipe

* Les artiodactyles sont un ordre de mammiféres & nombre pair de doigts, qui marchent sur leurs ongles
(sabots).
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sino-américaine a réalisé cette expérience et a cultivé
des embryons de macaque cynomolgus de 5 a 13 jours
aprés injection de cellules iPS humaines [22]. Quelques
embryons chimeres ainsi obtenus ont incorporés des
cellules humaines, mais ces derniéres sont toujours en
nombre inférieur a celui qui avait été injecté, ce qui
questionne quant a leur survie au cours de la culture.

La réponse apoptotique des cellules €S et iPS
humaines : un frein a la création de chiméres
homme/animal

Les cellules pluripotentes sont sujettes au processus
de mort par apoptose. Linjection de cellules €S ou iPS
humaines dans des embryons de souris, de porc, ou
de lapin, déclenchent en effet leur mort par apoptose.
Cette mort peut néanmoins étre empéchée, grace a la
surexpression du géne anti-apoptotique BCL2 (B-cell
lymphoma 2) par les cellules. Par ce stratagéme, une
augmentation du taux de chimérisme dans I’embryon
hote [23] peut étre obtenue, en particulier lorsque les
cellules iPS sont injectées a I’état naif de pluripotence
[20]. Papoptose apparait donc comme le premier frein
a la création d’embryons chimeéres homme/animal.

Linhibition du processus apoptotique a permis de faire
la preuve de concept de la possibilité d’une complé-
mentation développementale entre "homme et le porc.
En effet, des cellules iPS humaines sur-exprimant la



protéine anti-apoptotique Bcl2, ont été injectées dans des embryons
préimplantatoires de porc, dont le géne ETV2 (ETS variant transcrip-
tion factor 2), un régulateur clé de la différenciation des lignages
hémato-endothéliaux, avait été préalablement inactivé. Dans les
chimeres feetales ainsi obtenues, la majorité des cellules humaines
(plus de 85 %) ont colonisé les lignages hémato-endothéliaux. De
rares cellules humaines ont colonisées les autres tissus, beaucoup
restant indifférenciées [24]. La complémentation développementale
est donc un concept qui pourrait étre généralisé a d’autres espéces
que les rongeurs, bien que, dans I’état actuel des connaissances, il soit
nécessaire de réprimer la réponse apoptotique des cellules humaines
pour I'observer.

La compétition cellulaire : une barriére au chimérisme inter-
especes ?

La compétition cellulaire est un mécanisme de sélection naturelle
par lequel les cellules les plus aptes & survivre, appelées winners (ou
gagneurs), éliminent les cellules voisines moins aptes, appelées losers
(perdants). Cette compétition serait un mécanisme de surveillance du
développement assurant I'intégrité génétique et I’homéostasie tissu-
laire [25, 26]. Dans I’épiblaste embryonnaire de la souris, ce méca-
nisme permet I’élimination des cellules indéterminées ou engagées
prématurément dans la différenciation. Il assure ainsi ’homogénéité
du stock de cellules pluripotentes avant la gastrulation [27, 28].
Uintroduction des cellules €S ou iPS dans I’embryon pré-implanta-
toire perturbe I’homéostasie de I"épiblaste. La question est alors de
savoir si I"aptitude intrinseque de ces cellules, appelée aussi fitness,
leur permet d’échapper aux mécanismes de surveillance, ou si, au
contraire, si elles sont identifiées comme losers et éliminées par com-
pétition cellulaire. Le cas des cellules €S de souris est intéressant a
cet égard. Lorsqu’on injecte 10 a 15 cellules €S dans des embryons
de souris au stade blastocyste, lui-méme comprenant une dizaine de
cellules pluripotentes, seules une, deux, voire trois cellules, colonisent
I’embryon. Elles contribuent néanmoins trés massivement (50-90 %)
au développement des organes [29]. Par contre, lorsque les cellules
€S de souris sont injectées dans des embryons pré-implantatoires de
lapin, elles colonisent massivement I’épiblaste. Mais leur contribution
finale & I'organogenése est trés faible, voire indétectable (Figure 5)
[20]. Les cellules €S de souris se comporteraient donc comme des win-
ners lorsqu’elles sont injectées dans des embryons de la méme espeéce,
et comme des losers lorsqu’elles sont injectées dans des embryons
d’une espece éloignée, comme le lapin. Dans ce dernier cas, elles, ou
leurs descendantes immédiates, seraient éliminées par compétition
cellulaire.

Jun Wu et son équipe ont cherché a savoir si les cellules souches
pluripotentes humaines étaient victimes de compétition cellulaire
lorsqu’elles étaient mises en contact avec des cellules pluripotentes
d’autres espéces [30]. €n utilisant un systéme de co-culture, ils ont
montré que les cellules souches pluripotentes humaines étaient gra-
duellement éliminées lorsqu’elles sont cultivées en présence de cel-
lules de rat ou de souris au méme stade de pluripotence. Cette élimi-
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nation compétitive est observée bien que les deux types
cellulaires se multiplient a la méme vitesse. €n fait, les
cellules de rongeurs active NF-kB (nuclear factor- kB)
dans les cellules humaines, ce qui conduit au déclen-
chement de la mort de ces dernieres par apoptose. Ce
phénomene de compétition cellulaire a été également
observé entre cellules de rat et cellules humaines, et
entre cellules de souris ou de rat et cellules de macaque
rhésus. Dans tous les cas, cette compétition cellulaire
s’est toujours faite au détriment des cellules souches
pluripotentes provenant de primates. Par contre, elle
n’a pas été observée entre la souris et le rat ou entre le
macaque rhésus et "lhomme. Il semble donc que la com-
pétition cellulaire ne soit déclenchée qu’entre cellules
d’espéces phylogénétiquement éloignées, ce qui expli-
querait la faible contribution des cellules humaines au
développement des chiméres homme/souris et homme/
porc.

Chez la souris, I'inactivation du géne TP53, qui code le
suppresseur de tumeur p53, inhibe I’apoptose, abolis-
sant ainsi la compétition cellulaire entre cellules plu-
ripotentes winners et losers au sein de I’épiblaste [31].
On peut alors se demander si I'inactivation de ce géne
dans les cellules souches pluripotentes humaines leur
permettrait d’échapper a la destruction par les cellules
de ’hote, et favoriserait leur colonisation, ainsi rendue
plus efficace, des embryons d’autres especes. L'équipe
de Mary G Garry a cherché a répondre a cette question.
Pour cela, elle a introduit des cellules iPS humaines
n’exprimant plus TP53, dans des blastocystes de porc de
génotypes MyF’-, MyOD~~ et MyF67~, des génes impli-
qués dans la différenciation musculaire. Apres deux a
trois semaines de développement, I"analyse des feetus
chiméres homme/porc ainsi obtenus a révélé que les
cellules humaines colonisaient les tissus musculaires de
Panimal [32]. La compétition cellulaire apparalt donc
étre un frein important a la complémentation dévelop-
pementale et au chimérisme inter-espéces.

Conclusions : quelles stratégies pour quels
objectifs ?

La réalisation de chimeres systémiques homme/animal
a partir de cellules souches pluripotentes humaines
requiert plusieurs conditions : 1) les cellules humaines
doivent s’auto-renouveler de maniere stable a I’état
naif de pluripotence, afin d’assurer une équivalence
développementale avec les cellules pluripotentes naives
de ’embryon hdte ; 2) elles doivent avoir une vitesse de
multiplication élevée, afin de ne pas étre graduelle-
ment diluées par les cellules pluripotentes de I’hGte, et
doivent étre exemptes d’anomalies chromosomiques,
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Cellules €S Cellules €S

«naives » «naives »
= Embryon [F N Embryon
N hote  \QW héte

C

€S de souris — embryon de souris (A)

€S de souris —> embryon de lapin (B)

Figure 5. Colonisation des embryons préimplantatoires de souris (A) et de lapin (B) par les cellules €S (cellules souches embryonnaires) de souris.

(C) Chimeres de 10 jours de développement, obtenues par introduction de cellules €S de souris exprimant le marqueur LacZ dans un embryon de

souris (panneau supérieur) et de lapin (panneau inférieur). Le géne marqueur LacZ (couleur bleue) permet de mettre en évidence les cellules

différenciées qui dérivent des cellules €S de souris.

afin de ne pas étre éliminées par les mécanismes de surveillance
embryonnaire ; 3) elles doivent échapper aux mécanismes de mesure
de la fitness et & la compétition cellulaire ; 4) elles doivent se diffé-
rencier en harmonie avec les cellules pluripotentes de I’hdte, ce qui
implique une préservation des interactions cellulaires et moléculaires
entre les deux espéces, en particulier la reconnaissance ligands-
récepteurs et I"adhérence cellulaire. A ce jour, seules les chiméres
entre rat et souris remplissent toutes ces conditions. U'élaboration
d’embryons et de feetus chiméres entre I’homme et I’animal se heurte
a des verrous biologiques multiples, liés aux caractéristiques des
cellules souches pluripotentes humaines, aux particularités du déve-
loppement embryonnaire de chaque espéce, et a la distance phylogé-
nétique. Deux de ces verrous, I’apoptose et la compétition cellulaire,
peuvent étre partiellement contournés de maniere artificielle, grdce a
la surexpression du géne BCL2 (pour inhiber le processus d’apoptose)
et par 'inactivation du géne suppresseur de tumeurs TP53 (pour I'inhi-
bition de la compétition cellulaire). Mais ces stratégies ne pourront
€tre mises en ceuvre pour des applications médicales.

Les chimeéres systémiques homme/animal soulévent également de
nombreuses interrogations sur le plan éthique. Certains pays ont choisi
d’encadrer strictement les recherches par la loi. Dans d’autres pays,
les académies nationales des sciences et de médecine, ainsi que les
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sociétés savantes, ont émis des recommandations
(Tableau 1) [33-36]. Un premier sujet d’inquiétude est
le développement des neurones ou de cellules gliales
humaines dans le cerveau d’une chimere homme/
animal, qui pourrait conduire a la formation d’un cor-
tex cérébral humanisé, doté de capacités cognitives
augmentées [37]. Une solution consiste a arréter le
développement du feetus chimérique avant la formation
des neurones supra-granulaires impliqués dans I’acqui-
sition des capacités cognitives supérieures. Si I'objet
de la recherche exige de dépasser ce stade, il sera
possible de verrouiller les mécanismes de la différen-
ciation neurale ou neuronale dans les cellules souches
pluripotentes humaines avant leur inoculation dans les
embryons animaux, afin d’empécher le chimérisme dans
le cerveau ou le cortex cérébral. Uinactivation des genes
NEUROGENIN ou 0TX2 (orthodenticle homeobox 2), qui
sont impliqués dans le développement neuronal, devrait
permettre ce verrouillage. La différenciation germinale
humaine dans les organes génitaux de I"animal adulte
pose également un probléeme éthique. Un accouplement
fortuit entre la chimere et un animal non chimérique
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pourrait théoriquement produire un génome diploide hybride homme/
animal. Dans ce cas également, 'arrét du développement avant la
naissance ou le verrouillage de la différenciation germinale grace a
I’inactivation du géene PRDMI14 constituent des solutions relativement
simples a mettre en ceuvre. Enfin, il est admis de fagon consensuelle
que les chimeres homme/animal doivent conserver leur identité
animale. La fabrication de chiméres dont I’apparence révélerait une
humanisation morphologique doit donc étre proscrite. ¢

SUMMARY

Interspecies systemic chimeras

Inter-species chimeras are both fantastic and monstrous creatures
from Greek or Egyptian mythology, and a long-established research
tool. Recent advances in the field of pluripotent stem cells have
made it possible to extend the repertoire of inter-species chimeras
to “systemic” chimeras, in which the mixing of cells from both species
involves all organs including the germline. These chimeric embryos
and fetuses open up new research avenues and potential medical
applications. We will review the latest advances in the field. We will
discuss the concepts of developmental complementation and deve-
lopmental equivalence. We will discuss the methodological hurdles to
be unlocked, as well as the biological and ethical limits of these new
technologies. ¢
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