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Cours 2024: La Fabrique des 'Embryons'

Déroulé du cours

• Cours #2: 21 mai 2024. Quelques notions d'embryologie comparée, Cellules ES et cellules iPS comme matériel de
base pour fabriquer des pseudo-embryons. Culture d'embryons à long terme ex-utéro; Production de blastoïdes
humains, efficacité, tests d'implantation in vitro, comparaison avec la souris.

Cultiver des embryons in vitro et fabriquer des blastoïdes humains

Denis Duboule/2024 La Fabrique des Embryons



Humain

Souris

*Tempo différents...
*Périodes d'activation des génomes différentes
*Temps d'apparition des linéages différents
*Tailles des blastocystes différentes (200 vs 120 microns)
*Structures  des épiblastes différentes (rosette..)

*Résultat final assez semblable..(blastocystes, avec les
  trois linéages initiaux dans la même disposition)  
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Embryologie comparée de l'embryon humain
(pré-implantation)



Humain

Souris

⬆

⬆

Invasion

Développement
'en disque'

Embryologie comparée de l'embryon humain
(implantation)

*Humain: Invasion par le trophectoderme polaire⬇
* Au jour 7, l'épiblaste s'organise en rosette et une
cavité apparaît (futur cavité amniotique).
*Un disque se forme avec deux couches (épi-, hypo-).
*Souris: Invasion par le trophectoderme mural⬆
*Formation d'une rosette d'épiblaste mais avec des
tensions mécaniques menant à une extension de la
structure formant un cylindre-oeuf (egg-cylinder)
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Développement
'en cylindre'



Rappel bref concernant la 'gastrulation'

*Une fois l'œuf fécondé s'étant divisé suffisamment, les premiers évènements
de séparation de linéages cellulaires s'effectuent (chez les mammifères
d'abord entre l'épiblaste et le trophectoderme). Peu après l'établissement de
ces linéages, et suite à un commencement d'organisation topologique
(apparition d'une cavité etc), une période critique de réorganisation de
l'embryon commence, qui va durer quelques jours. C'est la gastrulation.

A l'issue de la gastrulation, l'embryon apparaît sous une forme 'fœtale', avec
des polarités générales établies. A ce stade, les trois feuillets germinatifs ont
pris leurs places définitives, marquant ainsi l'architecture fondamentale du
fœtus, sur laquelle l'organogenèse va se dérouler.

Ce dernier point est vraisemblablement le résultat le plus critique de la
gastrulation, qui peut ainsi se dérouler de façons assez différentes entre
certains groupes de vertébrés, tant que cette distribution finale des différents
feuillets germinatifs est obtenue.
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Adapted from: ‘Developmental Biology’, Scott Gilbert; Figure 10.1

FIGURE 10.1 page 304

Développement de l’embryon (amphibien) 

*Dépôt dans l'oocyte par la mère de déterminants qui vont déjà donner des 
informations sur les linéages à venir.  

*Ces feuillets doivent être organisés dans l'espace, de façon à permettre 
l'organogenèse
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Les feuillets embryonnaires

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell

Derivés des trois ‘feuillets embryonnaires’ (code de couleurs universel)

Après la gastrulation:

Ecto: dehors
Endo: dedans
Méso: entre..

A l’intérieur se trouvent
les glandes et le tube
digestif (endo) entourés par
le squelette et les muscles
(meso) qui sont eux-mêmes
entourés et protégés par
une couche externe (ecto)
qui produit également le
système nerveux
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*Contrairement à la souris, l'embryon humain se
développe sous forme de disque (ressemblant un peu
au cas des oiseaux...) séparant deux cavités, avec des
cellules de l'épiblaste 'passant' dans la couche
inférieure, formant ainsi le mésoderme.
*Les trois feuillets germinatifs dériveront de l'épiblaste
*Deux cavités à ce stade; la future cavité amniotique
(ectoderme) et le sac vitellin (mésoderme extra-
embryonnaire)

vue 'latérale' vue 'dorsale'

app 16-19 jours
(Carnegie stage 7)

Gastrulation d'un 'disque embryonnaire'
Denis Duboule/2024
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vue 'latérale' vue 'dorsale'

app 16-19 jours
(Carnegie stage 7)

Gastrulation d'un 'disque embryonnaire'
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Comment étudier l'embryon et le fœtus humain?

*Pour observer et étudier ces stades de développement de l'embryon et du fœtus
humain, deux possibilités (combinées?) peuvent être envisagées, avec à terme le projet
de les combiner:

1) Améliorer les conditions de culture des embryons (surnuméraires) de façon à pouvoir
les suivre pendant ces stades difficiles d'accès.

Problèmes: A. Cela requiert des développements technologiques importants pour
'remplacer' les conditions physiologiques de nidation offertes par l'environnement
utérin. B. Cela requiert également l'utilisation d'embryons humains surnuméraires (ou
produits dans ce but), avec les limites légales et les questions éthiques associées.

et/ou

2) Produire des structures biologiques (pseudo-embryons, embryoïdes) aussi proches
que possible de ces embryons et fœtus sans passer par une fertilisation entre gamètes,
en utilisant des cellules souches embryonnaires.

Problème: Comment construire de telles structures et quels statuts leur donner?
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Aldous Huxley
(1894-1963)

'Il leur montra le mécanisme simple au moyen duquel, 
pendant les deux derniers mètres de chaque parcours de 
nuit, on secoue simultanément tous les embryons pour les 
familiariser avec le mouvement' (1932, Le meilleur des mondes).
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Cultures in vitro à long terme d'embryons
mammifères

Photos Laboratoire Jacob Hanna, @The Weizmann Institute, Rehovot



Photos Laboratoire Jacob Hanna, @The Weizmann Institute, Rehovot
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Cultures in vitro à long terme d'embryons
mammifères



*Conditions établies de façon semi-empirique pour une série de paramètres critiques: mélange
gazeux, pression. température etc.. avec un milieu contenant du sérum de rat (50%) et du sérum
ombilical humain (25%), supplémenté par du glucose journalier et un système de culture rotatif.
*Pour commencer avec des embryons pré-gastrulation (E 5.5-E6.5), un double système statique
(d'abord) puis rotatif est nécessaire...

Protocole pour un embryon de 7.5 jours (E7.5)

La culture d'embryons et de fœtus mammifères
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🐭

+5E6.5 +1 +2 +3 +4

Le développement de ces protocoles se fait exclusivement en utilisant des embryons
de souris (!) mais rien ne devrait en principe empêcher de telles cultures en utilisant des
embryons humains de stades comparables, si la loi devait un jour l'autoriser (i.e., pas de barrière biologique anticipée). 

La culture d'embryons et de fœtus mammifères
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Cellules de carcinomes embryonnaires (ECC)  

Bref historique

Dans les années 1950s, Roy
Stevens observe une souris mâle
de la souche consanguine 129
avec une tumeur dans le
scrotum. Il sélectionnera cette
lignée (129Sv-Ter-) qui est
sensible au développement de
tératomes (10% de la souche..).
Dérivation de cellules ECC,
proches de cellules souches
embryonnaires...

Leroy C. Stevens
(1920-2015)

Laboratoire Jackson (Maine, USA)
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Production de pseudo-embryons par l'utilisation
de cellules souches embryonnaires (ESCs et iPSCs)



Tératomes, tératocarcinomes.. (tumeurs ‘dysembryoplasiques’)

https://fr.wikipedia.org/wiki/Tératome

Fin des années 1970’s: Etudes des cellules souche de tératocarcinomes (ECCs). Conditions de
cultures, analyses des protéines…Normalisation au sein de l’embryon de souris… (USA, UK, puis
François Jacob à Pasteur…). Développement des technologies associées…

*En parallèle, développement de l’embryologie des mammifères in vitro
*Techniques de culture... (première IVF Louise Brown en Angleterre 1978).

Cellules souches embryonnaires (ECC) 
Denis Duboule/2024
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Emergence des cellules souches embryonnaires (début 1980’s)

Souris: (1981) Evans, Kaufman and Martin

Humains: (1998)

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell

Hogan, Costantini, Lacy, 1986

Cellules souches embryonnaires (ESC) 

Cellules de l'épiblaste

Blastocyste avant
éclosion

Blastocyste après
éclosion
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Cellules souches embryonnaires (ESC) 

Eclosion du blastocyste

Clone de cellules ES

Denis Duboule/2024
La Fabrique des Embryons



Cellules souches embryonnaires (ESC)   

*Les cellules souches embryonnaires sont multipotentes (mais pas ‘totipotentes’)
*Elle peuvent refaire un embryon entier (mais pas de membranes extra-embryonnaire)
*Deux états caractérisés par des paramètres divers:

*Cellules ES naïves, similaires à des cellules de l'ICM (app 4.5 jours, avant implantation). Ces
cellules sont cultivées en présence d'une cytokine (LIF) avec ou sans 2i, deux inhibiteurs de
kinases (MEK et GSK3). Ces cellules poussent en 3D en formant de petits dômes..

🐭
Denis Duboule/2024
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Voie_de_signalisation_MAPK/ERK

https://en.wikipedia.org/wiki/GSK-3

*MEK: Kinase (addition de phosphates) impliquée dans la croissance cellulaire (Fgfs..)

*GSK3: Kinase impliquée dans de nombreuses voies métaboliques cellulaires.

Milieu 2i: Il s'agit d'inhiber les signaux poussant les cellules à se différencier etc



Cellules souches embryonnaires (ESC)   

*Les cellules souches embryonnaires sont multipotentes (mais pas ‘totipotentes’)
*Elle peuvent refaire un embryon entier (mais pas de membranes extra-embryonnaire)
*Deux états caractérisés par des paramètres divers:

*Cellules ES naïves, similaires à des cellules de l'ICM (app 4.5 jours, avant implantation). Ces
cellules sont cultivées en présence d'une cytokine (LIF) avec ou en condition '2i', deux inhibiteurs
de kinases (MEK et GSK3). Ces cellules poussent en 3D en formant de petits dômes..

*Cellules ES amorcées, dérivées des cellules de l'épiblaste (app 5.5 jours, i.e., juste après
l'implantation requiert de la signalisation FGF et de l'Activin –TGFbeta-like-). Elles poussent
généralement en monolayers et ressemblent au cellules souches embryonnaires humaines qui
font plutôt des clusters en 2 dimensions

Leurs profiles épigénétiques et les facteurs de transcriptions présents sont similaires, bien que
des différences existent.

🐭

https://en.wikipedia.org/wiki/Embryonic_stem_cell#

🐭 👫

3D         2D

ESCs de souris et
d'humain
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Cellules souches embryonnaires (ESC)
Potentialités  

*Une façon de vérifier la potentialité des cellules ES est la production de tératomes par
injection de cellules ES cultivées in vitro, dans les testicules. Ces tératomes montrent à la fois
la présence de types cellulaires dérivés des trois feuillets embryonnaires, mais également un
niveau d'auto-organisation de structures et de tissus remarquable.

Cartilage Tissu nerveux

Epithélium intestinal Epithélium pulmonaire

Injection 
testicule

Ectoderme

Mésoderme

Endoderme

Denis Duboule/2024
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Auto-organisation!



Cellules souches embryonnaires (ESC)
Potentialités  Denis Duboule/2024

La Fabrique des Embryons

*L'autre façon est par injection de ESC dans des blastocystes pour produire des souris chimériques dans
lesquelles ces cellules participent à de nombreux tissus et organes (ou par agrégation avec des morula)

*Animaux 'chimériques' par agrégation
de morula de deux génotypes
différents.

*Il est également possible de mélanger
une morula avec des cellules ES (ou de
les injecter dans des blastocystes).

*Si il y a colonisation de la lignée
germinale, alors des gamètes seront
produits à partir des descendantes des
cellules ES etc

*Animal 'mosaïque', 'chimérique',
'allophénique'..



Cellules souches pluripotentes induites (iPSC) 

Emergence des cellules reprogrammées (iPS; induced pluripotent stem cells ou ‘cellules
souches pluripotentes induites’).

Cellules de souris (fibroblastes): 2006
Cellules humaines: 2007

Les cellules sont reprogrammées par l’introduction de quatre gènes connus pour leur fonctions
associées à l’état de ‘cellule souche’: Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc (le 'cocktail de Yamanaka'). L'expression
de ces gènes permet de reprogrammer de très nombreux types cellulaires, même si les profils
épigénétiques obtenus ne sont pas exactement identiques à ceux des cellules ES.

L'utilité principale des iPSCs est de produire des cellules souches à partir d'adultes consentant et donc
de disposer de nouvelles approches thérapeutiques en les différenciant en types cellulaires variés.

Neurones dopaminergiques
Produits à partir de iPS

Shinya Yamanaka
Prix Nobel 2012

Photos: Tokyo University
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Production de pseudo-embryons par l'utilisation
de cellules souches embryonnaires (ESCs) et iPSCs



Les différents types de pseudo-embryons humains (quelques)

Différents types de pseudo-embryons en fonction des étapes du 
développement qu'ils sont sensés représenter 

Gastruloïdes

pseudo-embryons intégrés

Blastocyste (5-7ème jour) Embryon implanté (10-14ème jour)

Blastoïdes

Denis Duboule/2024
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Les Blastoïdes 

Des structures pseudo-embryonnaires qui ressemblent à des 
blastocystes, donc juste avant l'implantation  

Les Blastoïdes

Rivron et al., Nature (2018)

🐭
Première publication en 2018,
avec des blastoïdes produits
par agrégation de deux types
cellulaires distincts (voir le cours
du CdF 2018-2019).

Denis Duboule/2024
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‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell

*Deux types cellulaires (au
moins), la ICM (épiblaste) et le
trophectoderme autour.



Les Blastoïdes 

Des structures pseudo-embryonnaires qui ressemblent à des 
blastocystes, donc juste avant l'implantation  

Les Blastoïdes

Rivron et al., Nature (2018)

Kagawa et al.

🐭

👫

Première publication en 2018,
avec des blastoïdes produits
par agrégation de deux types
cellulaires distincts (voir le cours
du CdF 2018-2019).

Première publication en 2022
en n'utilisant qu'un seul type de
cellules au départ, car les
cellules ESC ou iPSC humaines
naïves sont capables de former
du linéage extra-embryonnaire

⚠
Différence importante

Denis Duboule/2024
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Cellules souches de trophoblaste 

Origines des cellules: ExE à 6.5 ou blastocyste

Denis Duboule/2024
La Fabrique des Embryons



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

Denis Duboule/2024
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Blastoïdes de souris

*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 

🐭Rivron et al., Nature (2018)

Denis Duboule/2024
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Rivron et al., Nature (2018)

*Production de blastoïdes

*Mais! alors que les 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 de souris
Denis Duboule/2024
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Rivron et al., Nature (2018)

*Production de blastoïdes

Blastoïdes de souris
Denis Duboule/2024
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*Fratrie*Clones

Aldous Huxley
(1894-1963)

'Un oeuf, un embryon, un adulte- c'est la normale- Mais un oeuf 
Bokanovskifié à la propriété de bourgeonner, de proliférer, de se 
diviser [..] On fait ainsi pousser quatre-vingt-seize êtres humains là 
où il n'en poussait autrefois qu'un seul. Le progrès.' (1932, Le meilleur 
des mondes; le Directeur).



Blastoïdes humains

Kagawa et al.

Milieu PXGL: N2B27 milieu classique, avec
un inhibiteur de la voie MEK, un inhibiteur de
la voie Wnt, un inhibiteur de la PKC and LIF
(leukemia inhibitory factor).

Avec en plus des inhibiteurs des voies Hippo,
Tgf-beta et ERK....

Des cellules ESC et iPSC naïves
cultivées dans un milieu PXGL
complémenté (ci-dessus) peuvent
générer des blastoïdes à grande
fréquence (70%) avec les trois
linéages attendus (épiblaste,
trophectoderme et endoderme
primitif).

Ces blastoïdes peuvent s'attacher
de façon 'spécifique' (directionnelle)
à des cellules endométriales
stimulées, comme dans le cas d'une
implantation dans l'utérus.

Denis Duboule/2024
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2023

Blastoïdes humains

N2B27 + Y: milieu avec un inhibiteur de la
kinase ROCK. Y stimule la différentiation vers
le mésendoderme...

PALLY: Milieu avec inhibiteur de la voie MEK,
un inhibiteur général de la voie TGF-beta, un
inhibiteur de la voie Hippo, LIF, un inhibiteur
de la kinase ROCK.

LY: Milieu avec inhibiteur de la voie Hippo et
un inhibiteur de la kinase ROCK.

IVF: Milieu commercial pour les IVF.

Cultures de cellules endométriales en
organoïdes, qui permettent une 'open faced
endometrial layer' (ouverture pour déposer
un blastoïde), ce qui permet des tests
d'implantation in vitro. Ces cellules sont
gardées en milieu avec de la progestérone
(P4), œstrogène (P2), un inhibiteur de la voie
Wnt et un activateur de l'AMPc, ce qui
correspond à la 'fenêtre d'implantation'.

Denis Duboule/2024
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Milieu PXGL: N2B27 milieu classique (sans sérum), avec
un inhibiteur de la voie MEK, un inhibiteur de la voie Wnt,
un inhibiteur de la PKC and LIF (leukemia inhibitory factor).

Wnt: voie de signalisation très importante pour le
développement des embryons.

PKC: Kinases actives dans la transduction de plusieurs
voies de signalisation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Protéine_kinase_C

*Plusieurs passages en cellules feeders (substrat adhérent)

*Collection et dissociation des cellules en suspension

*Re-étalement sur un substrat non-adhérent (pour former
des agrégats)

UN SEUL TYPE CELLULAIRE AU DEPART
(pas de mélange comme pour les ESCs de souris)



2023

Blastoïdes humains

UN SEUL TYPE CELLULAIRE AU DEPART
(pas de mélange comme pour les ESCs de souris)

N2B27 + Y: milieu avec un inhibiteur de la
kinase ROCK. Y stimule la différentiation vers
le mésendoderme...

PALLY: Milieu avec inhibiteur de la voie MEK,
un inhibiteur général de la voie TGF-beta, un
inhibiteur de la voie Hippo, LIF, un inhibiteur
de la kinase ROCK.

LY: Milieu avec inhibiteur de la voie Hippo et
un inhibiteur de la kinase ROCK.

IVF: Milieu commercial pour les IVF.

ROCK: Kinase impliquée dans les formes et
mouvements cellulaires (cytosquelette).
https://en.wikipedia.org/wiki/Rho-associated_protein_kinase

TGFbeta: Voie de signalisation importante
pendant le développement embryonnaire.

Hippo: Kinase impliquée dans la taille des
organes...

Denis Duboule/2024
La Fabrique des Embryons

*Milieu N2B27 + Y : 24h

*Milieu PALLY : 48h

*Milieu LY + N2B27 + IVF: 48h



Blastoïdes humains, linéages précoces

Kagawa et al.

Plus de 70% d'efficacité, cuvettes avec hydrogel, non-adhérentes

Marqueur épiblaste: NANOG
Marqueur trophectoderme: CDX2
Marqueur endoderme primitif: SOX17

Marqueur épiblaste: OCT4
Marqueur trophectoderme: GATA3
Marqueur endoderme primitif: GATA4 *Blastoïdes très comparables à

des blastocystes normaux en
terme de linéages précoces
présents.

*L'analyse des ARNs en cellules
uniques (scRNA-seq) confirme la
présence des trois linéages
cellulaires pré-implantation.

Denis Duboule/2024
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Blastoïdes humains, linéages précoces

Kagawa et al.

*La séquence temporelle d'apparition de ces linéages est aussi comparable.



Blastoïdes humains, modèle d'implantation
sur des organoïdes d'endomètre humain Denis Duboule/2024

La Fabrique des Embryons

*Tissue de l'endomètre dissocié

*Dans du matrigel (substrat)

*Traitement par Wnt (différentes doses..)

*Expansion et maintien d'un épithélium
endométrial

*OFEL: 'Open Face Epithelial Layer'
Formation en 2D d'une couche ouverte
d'épithélium qui permet de déposer des
blastocystes/blastoïdes directement dessus



Blastoïdes humains, modèle d'implantation

Kagawa et al.

Système modèle pour l'implantation in vitro

organoïdes
endomètre

humain

couche endométriale
ouverte

stimulation hormonale + blastoïdes et analyses

Implantation normale
(Jour 7) et invasion

*endomètre
*Stroma
*Croissance polaire

Implantation in vitro

*E2: béta-œstradiol
*EPC: E2 + progestérone + cyclic AMP
*XAV939: Inhibiteur de la voie Wnt
*IVC: Milieu de culture d'embryon ('classique')

Denis Duboule/2024
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Stimulation hormonale des organoïdes
avant et après matrigel, précédant la
dépose des blastoïdes.



Blastoïdes humains, modèle d'implantation

Kagawa et al.

*Sans stimulation hormonale: Pas d'implantation
*Avec stimulation hormonale: 30% montrant des signes d'implantation
*Stimulation + levonorgestrel (contraceptif): Pas d'implantation

*Présence d'hormone chorionique
gonadotrope dans le milieu. La HCG
est normalement sécrétée par les
cellules trophoblastiques de la
femme enceinte dès le 6-7ème jour
(test de grossesse classique). La HCG
n'est détectée que dans le milieu où
les blastoïdes se sont attachés....

Test de grossesse

Sans stimulation:
blastoïdes 

non-attachés

Avec stimulation:
blastoïdes 
attachés

Sans 
stimulation

Avec 
stimulation

Denis Duboule/2024
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Blastoïdes humains, conclusions

Kagawa et al.

Modèle adapté à l'étude du 
développement et de l'implantation de 
l'embryon humain.

Utilisation pour des cibles thérapeutiques, 
amélioration des conditions de milieux 
FIV, études de contraceptifs...

Concepts de proportionnalité et de 
subsidiarité: Les blastoïdes représentent 
une opportunité 'éthique' pour compléter 
la recherche utilisant des embryons 
humains

Denis Duboule/2024
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