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Développement pré-implantation
Lignées cellulaires embryonnaires

Blastoïdes (blastocyste-like)
Embryoïdes (embryons ETS; ETX)

Gastruloïdes



‘Organoïdes d’embryons’

Etat des lieux: 
‘Blastoïdes, Embryoïdes et Gastruloïdes’…

*Il s’agit avant tout de comprendre les étapes précoces du 
développement de l’embryon mammifère et d’y accéder 
expérimentalement, par une approche n’impliquant pas 
d’embryons…

*A terme, travailler avec des embryons humains (but 
thérapeutique, reproduction future etc…)

*Souris-humains; pareils mais différents…

Fabriquer des embryons mammifères in vitro 

L’Embryon mammifère (clivages et blastocyste)  

Développement du blastocyste;  clivages , compaction et formation de la 
cavité blastocoelique. 

*Clivages holoblastique isolécithe rotationnel
*Blastomères (les clivages sont des mitoses très rapides, (phases G1 et G2 courtes,

pas d’augmentation de taille générale…)

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell



Blastocyste: éclosion in vitro, sortie de la zone pellucide. Moment de 
l’implantation in vivo.

Masse cellulaire interne (ICM)

Trophoblaste

Cavité du
blastocèle

L’Embryon mammifère (éclosion)  

Cellules souches embryonnaires (ESC) 

Jouneau, Renard, 2002

Emergence des cellules souches embryonnaires

Comparaison des timings entre la souris et les humains

Hogan, Costantini, Lacy, 1986



Cellules souches embryonnaires (ESC) 

Emergence des cellules souches embryonnaires

Hogan, Costantini, Lacy, 1986

*Les cellules souches embryonnaires (ES) ne
sont pas ‘totipotentes’ car elles ne peuvent pas
produire de ‘trophectoderme’ (la couche
externe qui les entoure et qui est nécessaire à
l’implantation dans la muqueuse utérine

*D’où la nécessité de produire également des
cellules de type ‘trophoblastes’ dans le but de
reconstruire un ‘embryon’ in vitro.

Quelles cellules utiliser?

Embryon mammifère; premières différenciations cellulaires

Du blastocyste à l’implantation

Cellules de
l’épiblaste

Cellules de 
l’endoderme primitif

Cellules de l’ectoderme 
extra-embryonnaire (ExE)

Cellules du
mésoderme

Cellules germinales
primordiales

Dérivation de cellules souche du trophoblaste



Cellules souches de trophoblaste 

Origines des cellules: ExE à 6.5 ou blastocyste

Cellules souches de trophoblaste 

*Culture de trophectoderme dérivé soit d’ectoderme extra-embryonnaire
(ExE) soit de blastocystes (efficacités similaires). Culture dans un milieu
conditionné avec des fibroblastes embryonnaire et du FGF4 (A). Sinon,
différenciation dans des types de cellules trophoblastiques (cellules géantes,
flèches).

avec FGF4                                   sans FGF4



Blastoïdes; un mélange de cellules souches embryonnaires

Rivron et al., Nature (2018)

*App. 5 cellules ES / cuvette
*24h pour former de petits agrégats
*Rajout de cellules TS
*Induction de cystes dans les cellules TS

*Dans app. 0.3% des cas, les cellules TS s’organisent en cystes
avec des cellules ES à l’intérieur: Blastoïdes 

Blastocyste

ES 24h TS 

Blastoïdes; un mélange de cellules souches embryonnaires

Rivron et al., Nature (2018)

*L’inhibition des voies de signalisations WNT et de l’AMPc réduisent la formation
de la cavité blastocoelique (années 1980’s)

(Wnt est sécrété par les cellules du trophectoderme)

*Donc, culture en présence de Chiron (WNT agoniste) et d’AMPc,
ce qui augmente les fréquences de façon notable

*Jusqu’à 70% de succès avec 8 ESc et 21 TSc

*Production de blastoïdes



Blastoïdes; un mélange de cellules souches embryonnaires

Rivron et al., Nature (2018)

*L’inhibition des voies de signalisations WNT et de l’AMPc réduisent la formation
de la cavité blastocoelique (années 1980’s)

*Donc, culture en présence de Chiron (WNT agoniste) et d’AMPc,
ce qui augmente les fréquences de façon notable

*Jusqu’à 70% de succès avec 8 ESc et 21 TSc

*Approche systématique pour fixer le 
nombre idéal de cellules ES et TS de départ

Cellules TS
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Blastoïdes; un mélange de cellules souches embryonnaires

Rivron et al., Nature (2018)

*Production de blastoïdes
Tailles moyennes

*Marqueurs de pluripotence (Nanog, OCT4) bien exprimés dans les ES
mais CDX2 faible dans les TS

*Ces blastoïdes sont similaires en taille aux blastocystes normaux
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Blastoïdes; un mélange de cellules souches embryonnaires

Rivron et al., Nature (2018)
*Production de blastoïdes

*Mais! alors que marqueurs de pluripotence (Nanog, OCT4) sont bien exprimés 
dans les cellules ES, CDX2 (marqueur des cellules TS) est faible dans les TS

*Ces blastoïdes sont similaires en aspect général aux blastocystes normaux

Blastoïdes; Implantation dans l’utérus

Rivron et al., Nature (2018)

*Implantation de ces blastoïdes?

*Blastoïdes de E3.5 implantés
et uteri collectés à E7.5.

Coloration à l’Evan blue’, qui
révèle les sites de pérméabilité

vasculaire (décidua) 

*Blastoïdes implantés, fait à partir de 
cellules TS GFP+

*Réaction de
décidua visualisée
Par la ALDH3A1

Blastoïdes implantés chirurgicalement dans des uteri de femelles ‘pseudo-portantes’
(femelles hormonées et croisées avec des mâles stériles)

Anticorps anti-GFP
Blastoïdes   Milieu



Blastoïdes; Implantation dans l’utérus

Rivron et al., Nature (2018)

*Implantation de ces blastoïdes

Développement d’embryons in utero?

Blastoïdes; analyses des ARNs et clustering

Rivron et al., Nature (2018)

Séquences des ARNs des cellules de 
départ et des blastoïdes, suivies d’une 
analyse par clustering..

*Blastoïdes cluster avec des blastocystes de E3.5     *Cellules ES et TS ne cluster pas avec les blastoïdes

*Virtual blastoïdes (ES et TS cultivées en milieu blastoïdes conditionné et ARNs mis ensemble..) cluster 
avec lignées parentales et non avec blastoïdes

donc, communication ES et TS nécessaire…

*Mais, toutes les conditions
maintiennent les marqueurs
de pluripotence (par
exemple pas de marqueurs
de épiSC (‘epiblast stem
cells’)



Cellules de l’épiblaste

Schéma explicatif sur les epistem cells

Kunath et al., Development (2005)

L’épiblaste est la couche cellulaire à partir de laquelle l’embryon sera produit

Dérivation de
Epi-stem cells

EpiSCs

Blastoïdes; Induction du trophectoderme

Rivron et al., Nature (2018)

*En utilisant des épi-stem cells (EpiSCs), la fréquence des blastoïdes diminue et
ils sont plus petits.. Et d’autres types cellulaires sont inactifs.

*Donc un potentiel inductif lié aux cellules ES (signalisent aux cellules TS)

*Fgf4 connu pour réguler la prolifération et le self-renewal du trophoblaste

*8 fois plus de Fgf4 dans les ES que dans les EpiSCs…

*Exemple d’utilisation des blastoïdes dans l’étude de phénomènes précoces
difficiles à analyser sur l’embryon lui-même.

*La voie de signalisation TGFbeta dans le blastocyste (BMP4, Nodal)

*ES induisent la voie de signalisation TGFbeta dans les cellules trophoblastiques

*Les ARNs des ligands Nodal et BMP4 sont produits par les cellules ES
.



Rivron et al., Nature (2018)

Blastoïdes; un outil pour étudier l’embryon pré-implantation

Résumé

IL-11          FGF4

STAT         MAPK

Prolifération,
auto-renouvellement
du trophectoderme

(expression de CDX2)

BMP4  Nodal   Wnt6/7

SMAD  SMAD   WNT

Maturation 
épithéliale et

morphogenèse
du trophectoderme

*Le ‘compartiment’ embryonnaire (ES)
envoie des signaux au trophectoderme
qui entretiennent la prolifération et la 
morphogenèse du trophectoderme et le
prépare à l’implantation.

EE T E E T

E
T

Compartiment embryonnaire (ES)
Compartiment trophoblastique (TS)

‘Embryons-ETS’; un mélange de cellules souches embryonnaires

(auto-organisation appliquée à l’embryon)



‘Développement normal de l’embryon de souris

*Des stades pré-implantation à la post-implantation

Epiblaste
sans 

polarité

Epiblaste
polarisé en

rosette

Epiblaste
avec un 
lumen

Organisation du
trophoblasste
avec un lumen

Fusion des
lumen, cavité

pro-amniotique
Induction du mésoderme

Induction des PGCs

PGCs: Cellules germinales primordiales
DVE: Endoderme viscéral distal
AVE: Endoderme viscéral antérieur

‘Embryons-ETS’; un mélange de cellules souches embryonnaires

*Production des ‘embryons-ETS’
Conditions de culture similaires à Rivron et al.
Mais: Une cellule ES et petit agrégat de TS
Suspension en 3D/Matrigel/goutte solidifiée

Après 96h
de culture

Milieu de culture spécifique à ces agrégats



‘Embryons-ETS’; un mélange de cellules souches embryonnaires

*Milieu de culture:

*Milieu utilisé normalement
pour faire pousser des populations 
de neurones..

*Co-facteur de Fgf qui promeut
la signalisation par la voie Fgf

‘Embryons-ETS’; Marqueurs de l’embryon

Embryons-ETS après 96h de culture
Embryons normaux 48h post-blastocyste
Embryon post-implantation à 5.5 jours

OCT4: Marqueur de cellules embryonnaires
EOMES: Marqueur de cellules extra-embryonnaires
DAPI: Marqueur des noyaux

22% de toutes les structures produites contiennent des cellules ES et TS et 92%
de ces structures montrent cet aspect cylindrique typique (egg-cylindre)

ETS 
Embryons

Embryons

Embryons app 6.5 Embryons app 5.5                                          E5.5



‘Embryons-ETS’; dynamique de la cavité pro-amniotique

La formation de la cavité pro-amniotique
est identique au processus observé dans
l’embryon normal

ETS 72h                            ETS 84h                           ETS 96h                    

*Un processus de cavitation
démarre dans la partie 

embryonnaire et procède
par constriction apicale 

des cellules

*Ce processus se renforce
et une cavité apparaît

dans la partie
extra-embryonnaire

*Les deux cavités se
rencontrent et fusionnent

pour former la cavité
pro-amniotique

‘Embryons-ETS’; Apparition du mésoderme

Le mésoderme apparaît dans la partie embryonnaire de façon asymétrique

*Marqueur du mésoderme précoce: Le gène Brachyury (‘Bra’ ou ‘T’)
*Cellules ES marquées avec un gène de fusion Bra:GFP (T:GFP)

Embryon
EST % de structures avec

fluorescence
% de structures avec

fluorescence asymétrique

Cellules ES
seules (corps
embryoïde



‘Embryons-ETS’; Apparition du mésoderme

Quantification de l’asymétrie de détection de Bra:GFP

Embryon-ETS 100h

Embryon normal 6.5 jours

‘Embryons-ETS’; Caractérisation du mésoderme

Les cellules positives pour Bra:GFP sont-elles vraiment
des cellules mésodermique?
Isoler les cellules GFP et qPCR sur des gènes cibles

Methodes:

Marqueurs de
mésoderme

Marqueurs
de cellules 

mésenchymateuses
(EMT) et neurales

Cellules
localisées en

face des cellules
GFP



‘Embryons-ETS’; Cellules germinales primordiales (PGCs)

Détection des cellules germinales primordiales en
réponse au traitement BMP (inducteur des PGCs
dans l’embryon, par signalisation à partir du 
compartiment extra-embryonnaire)

Marqueurs: PGCs: Tfap2c, Stella, Stella:GFP
BMP:   P-smad1

Double positives TFAP2C/OCT4

Double positives
Stella/P-smad1

Double positives
Stella/Oct4

Inhibition de la voie BMP
par culture en présence de Noggin

Aucune cellule PGC
n’est détectée

‘Embryons-ETS’; Résumé, comparaison avec l’embryon normal

L’Embryon-ETS n’a ni trophectoderme,
ni endoderme primitif

Embryon-ETS entouré d’une matrice extra-
cellulaire ressemblant à celle de la membrane 

basale de l’endoderme viscéral

épiblaste/ESCs trophoblast/ExE/TSC endoderme primitif

matrice
extra-cellulaire mésoderme cellules PGC-like distal et antérieur 

viscéral endoderme



‘Embryons-ETS’; Résumé, comparaison avec l’embryon normal

De surcroît, la transition épithélio-mesenchymateuse typique de la
gastrulation ne se produit pas…

Les embryons-ETS sont post-implantation mais pré-gastrulation…

‘Embryons-ETX’; un mélange de trois types de cellules

Esc + TSc + XENc = Embryons ETX

(XENc: endoderme extra-embryonnaire)



Dérivation de cellules XEN (‘extra-Embryonic Endoderm)
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PrE

ParietalE (PE)      VisceralE (VE)

Dérivation de cellules XEN (‘extra-Embryonic Endoderm)



‘Embryons-ETX’; un mélange de trois types de cellules

Methodes:

7’200 cellules ES
19’000 celllules TS
5’400 cellules XEN

Agrégats et séparation

Esc + TSc + XENc = Embryons ETX

ETS:
This is a random single cell seeding protocol on 
Matrigel.
*for glass bottom dishes (35mm) : 3000 ES + 3000 TS 
cells
*for 8-well ibidi u-plate: 1000 ES + 1000 TS cells.

ETX:
This is an Aggrewell protocol. A well has 1200 
microwells inside, so number of cells per cell type 
multiplied 1200 times. We mix 6000 ES, 19200 TS, 
5400 XEN cells with the expectation of each microwell 
will have about 5 ES, 16 TS, 4 XEN cells. (So 1 ETX 
structure comes from 5 ES, 16 TS, 4 XEN cells).

‘Embryons-ETX’; un mélange de trois types de cellules

Methodes:

7’200 cellules ES
19’000 celllules TS
5’400 cellules XEN

Agrégats et séparation

Esc + TSc + XENc = Embryons ETX

Embryon ETX              structures jumelles

Fréquence des 
structures 

Fréquence des 
embryons ETX 



‘Embryons-ETX’; résumé, comparaison avec l’embryon normal

L’embryon-ETX est capable d’EMT et
de produire du mésoderme axial

EMT:Transition épithélio-
mésenchymateuse

DE: Endoderme définitif

Ax: Mésoderme axial

PAC: Cavité pseudo-
amniotique

AVE: Endoderme viscéral   
antérieur

Quid de l’embryon humain?

*Les cellules ES humaines (hESCs) peuvent être différenciées in vitro (voies BMP/Wnt)
*Mais, différenciation très hétérogène, agrégats avec des types cellulaires différents
(et donc résultats contestés)

*Tentative de pousser des agrégats de cellules en environnement ‘micro-patterned’
donc avec des contraintes extérieures qui poussent à l’organisation

Culture standard             Culture en micro-patterns



Quid de l’embryon humain?

*Les cultures en micro-patterns donnent des agrégats mieux organisés et avec
une plus grande fréquence et une plus grande constance

*Utilisation de capture par microscope (chaque cellule) pour étudier l’organisation
spatiale de ces agrégats

*Les cultures de hESCs maintiennent les facteurs de pluripotence (OCT4, NANOG, SOX2)
qui sont exprimés plus fortement vers la périphérie des agrégats.

Quid de l’embryon humain?

*Traitement des culture avec BMP4 (50ng/ml) conduit à une différenciation marquée en 24h
avec des signes d’auto-organisation entre types cellulaires

*Cultures en micro-pattern o/n, 42h de traitement avec BMP4 et analyse de l’expression:

CDX2:  TE-like

BRA (T): Mésoderme

SOX17: Endoderme
définitif

EOMES: mésendoderme

La présence et l’exclusion 
des marqueurs définissent 
des zones distinctes



Quid de l’embryon humain?

*Traitement des culture avec BMP4 (50ng/ml) conduit à une différenciation marquée en 24h
avec des signes d’auto-organisation entre types cellulaires

*Cultures en micro-pattern o/n, 42h de traitement avec BMP4 et analyse de l’expression:

CDX2:  TE-like

BRA (T): Mésoderme

SOX2: TE-like

EOMES: mésendoderme

La présence et l’exclusion 
des marqueurs définissent 
des zones distinctes

Développement de l’embryon ‘post-gastrulation’

*mESc cultivées en milieu +LIF/2i

*Transférées en milieu N2B27 (neurobasal) et agrégat de cellules ES
(app. 300-500 cellules) formant une boule

*Après 48h, traitement au Chiron (agoniste de la voie Wnt) pour 24h



Développement de l’embryon ‘post-gastrulation’

Cellules ES souris: BRA:GFP

Avant le traitement au Chiron

Après traitement à vide (DMSO)

Après traitement au Chiron

Développement de l’embryon ‘post-gastrulation’

BRA (T)  mésoderme                                     GATA6 (futures cellules cardiaques?) 
Microscopie confocale 

Beccari, Moris, Girgin et al., Nature 2018



Développement de l’embryon ‘post-gastrulation’

BRA (T)  mésoderme             Progéniteurs neurones             GATA6 (futures cellules cardiaques?) 
Microscopie confocale 

Beccari, Moris, Girgin et al., Nature 2018

Développement du ‘Gastruloïde’

48h                   72h                         96h                              120h                                144h

48h Elongation of a BRA+ part

From Hocine Rekaik and Anne-Catherine Cossy EPFL Lausanne



Gastruloïdes; reproductibilité des cultures

Beccari et al., Nature 2018 Séquences des ARNs de gastruloïdes 
en pools ou isolés
*Analyse en composantes principales (PCA)

Les cultures de gastruloïdes sont relativement homogènes

Pools / 2 réplicats                                         Gastruloïdes isolés / 10 réplicats

Beccari et al., Nature 2018

Développement du ‘Gastruloïde’

Ressemblance avec l’embryon normal
*Expérience de RNA-seq
*Analyse en composantes principales (PCA)

Forte composante temporelle
PC1, 34% de la variance
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Embryons        Gastruloïdes

Embryons:
Partie ‘postérieure’

*Bon clustering sur PC1 (temps): corrélation entre la progression des profils
d’expression des gastruloïdes et le développement embryonnaire. * Convergence des
programmes de transcription aux stades tardifs



Gastruloïdes; activation des programmes génétiques

Dynamique des programmes génétiques
comparable entre les gastruloïdes et les embryons

*Pas de programme ‘extra-embryonnaire’

Beccari et al., Nature 2018

Extra-embryonnaire

Pluripotence

Forebrain
Midbrain

Hindbrain

Tube neural

Gastrulation

Mésendoderme

Gastruloïdes                           Embryons

Polarisation axiale des gastruloïdes

Beccari et al., Nature 2018 Utilisation de gènes marqueurs des trois axes principaux
Un exemple pour chacun des axes: 

Axes:

Antéro-postérieur

Dorso-ventral

Médio-latéral 

Gatruloïdes à 144h

*Les gastruloïdes sont polarisés selon les trois axes principaux
(auto-organisation)  



Gastruloïdes; activation des programmes génétiques

Beccari et al., Nature 2018

Dynamique des programmes génétiques
comparable entre les gastruloïdes et les embryons

*Analyse des 100 principaux déterminants (gènes) 
de la PCA (les 100 gènes qui varient le plus)

Gastruloïdes                                                     Embryons

Les gènes en rouge (25) sont identifiés séparément dans les deux analyses d’ARNs et 
illustrent donc le fait que les extensions de l’axe chez les gastruloïdes mobilisent des gènes 
identiques à ceux utilisés par les embryons. Beaucoup de gènes de la famille Hox!

Modifié de: https://www.researchgate.net

PostérieurAntérieur

Hu
m
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Paralogies

PostérieurAntérieur

Drosophile
Ancêtre

39 gènes Hox chez les mammifères

*4 clusters issus de duplications génomiques
*13 groupes de paralogie
*Seulement 3 groupes ‘complets’ (4, 9 et 13)
*Vraisemblablement A/B et C/D..



Colinéarité d’expression dans l’espace

Modifié de Kmita and Duboule, Science (2003)

*Les domaines d’expression sont de plus en plus postérieurs
en progressant le long du cluster 

Modifié de: https://www.researchgate.net

PostérieurAntérieur

Hu
m

ai
n

Paralogies

PostérieurAntérieur

Drosophile
Ancêtre

Conservation des gènes et de leur stratégie d’expression

Graham, Papalopulu and Krumlauf, Cell (1989); Duboule and Dollé, The EMBO J. (1989)



PostérieurAntérieur

Tempst1 t13

Modifié de: https://www.researchgate.net

Colinéarité d’expression dans le temps

Beccari et al., Nature 2018 L’axe antéro-postérieur est organisé par les gènes Hox
qui sont activés dans le temps et dans l’espace comme
comme chez l’embryon  

*Expression ‘colinéaire’ dans  l’espace
(emboîtement des domaines façon
poupées russes)

*Expression ‘colinéaire’ dans  le temps
(progression de la transcription en
suivant l’ordre des gènes sur leur
chromosome

Cluster HoxA 

Cluster HoxD

Colinéarité d’expression Hox chez les gastruloïdes



Hocine Rekaik, EPFL Lausanne

Gastruloïdes à partir de cellules iPS

Beccari et al., Nature 2018

Des gastruloïdes peuvent être produits à partir
de cellules iPS. Cependant:

*Toutes les lignées ne sont pas compétente (peu le sont)
*Les gastruloïdes obtenus ne sont pas aussi bien 
développés que lorsqu’ils dérivent de cellules ES

Problème technique ou intrinsèque?

Taille
(mm)

Cellules iPS

Cellules ES
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