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Cours 2024: La Fabrique des 'Embryons'

Déroulé du cours

• Cours #3: 28 mai 2024. Les gastruloïdes; définition, caractérisation et comparaisons souris/humains. Des
gastruloïdes comme objets d'étude et comme tubes à essai.

Les gastruloïdes humains; un ersatz d'embryon incomplet mais pratique
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*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

Gastruloïdes (rappel du cours 2018-2019)
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Cellules ES souris: BRA:GFP

Avant le traitement au Chiron

Après traitement à vide (DMSO)

Après traitement au Chiron

Gastruloïdes (rappel du cours 2018-2019)
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48h                   72h                         96h                              120h                                144h

48h Elongation d'une partie BRA+, qui 
ressemble à l'élongation de la partie postérieure 
de l'embryon en fin de gastrulation.

Images: Hocine Rekaik and Anne-Catherine Cossy EPFL Lausanne

Gastruloïdes (rappel du cours 2018-2019)
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Elongating axis
Yumiko Saga

 laboratory (Japan)

Dominique Kolly
 Alexandre Mayran

EPFL Lausanne
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Les Gastruloïdes permettent l'étude de la 'gastrulation' (tardive) de façon dynamique 

Fenêtre temps: 90h – 120h
Cellules vertes: Mesp1-GFP

*La bande verte est à la transition entre le PSM et le mésoderme somitique...
*Le gastruloïde est donc essentiellement d'identité postérieure

Gastruloïdes



Beccari et al., Nature 2018

Ressemblance avec l’embryon normal
*Expérience de RNA-seq
*Analyse en composantes principales (PCA): Décomposer un
objet à N variables aléatoires en variables décorrélées. Les premières
nouvelles variables représentent les meilleurs choix pour décomposer les
variances (résumé de l'information en réduisant les variables à celles les
plus 'significatives'....)

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 (rappel du cours 2018-2019)
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Stratégie générale de l'approche par micro-
fluidique en goutte (avec un système de codes 
barres pour amorcer la synthèse ....).
 

Tous les ARNs d'une celllule 
seront transcrits (inverse) en 
utilisant le barre-code apporté 
par la bille comme amorce et 
donc tous seront marqués avec 
UN code ADN (petite 
séquence unique) différent de 
celui d'une autre celllule...

Après séquençage de X milliers 
de cellules différentes, les 
ADNs (ARNs) sont triés par un 
logiciel en fonction de leurs 
barres-codes..
 

Préparation d'une suspension cellulaire 
(cellules dissociées) et injection de 
cellules une par une dans le tube....

Préparation de 
billes contenant 
des amorces 
barres-codes 
différentes et 
injection dans le 
tube..
 

Injection d'une solution 
tensio-active pour faire une 
goutte
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Séquençage d'ARNs de cellules uniques
(Rappel cours 2022-2023)



Distribution des types cellulaires dans le temps
(transition de cellules progénitrices à cellules différenciées)

C1-C6: différents types de chondrocytes
CT0-CT2: tissu connectif, fibroblastes
P1-P3: progéniteurs mésenchymateux
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Séquençage d'ARNs de cellules uniques
(Rappel cours 2022-2023)



Chan, Smith et al. 2019

4 001 cellules postérieures
E9.5 PSM 

77 243 cellules embryonnaires 
E6.5-E8.5h (12h résolution)

52 397 cellules de gastruloïdes
96-168h (24h résolution)

Diaz-Cuadroz et al.,  2020Alexandre Mayran

*Les gastruloïdes ne contiennent que des cellules représentées dans l'embryon (pas de 'fantaisie')

*Ces types cellulaires correspondent à des tissus postérieurs

🙏 Alexandre Mayran, EPFL Lausanne 

Gastruloïdes 
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Jour 8 Gastruloïdes
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Van den Brink, Moris et al. (2014 & 2020)

Gastruloïdes et embryons

*Tentative de correspondance

*Ces correspondances vont dépendre des conditions de cultures qui peuvent faire varier les tissus 
observés ainsi que leur arrangement, morphologies etc
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Gastruloïdes humains

*Les gastruloïdes humains s'allongent
selon un axe antéro-postérieur qui
montre une organisation de domaines
d'expression comparable à celle de
l'embryon humain au stade Carnegie 9
(partie postérieure, jours 19-21; 2mm).

*Ces gastruloïdes sont donc des objets
intéressants pour étudier ces phases de
régulation difficiles (impossible) d'accès
dans l'embryon humain.
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Gastruloïdes humains; protocole

Chi: Chiron (Wnt agonist CHIR99021)
ROCKi: inhibiteur de la kinase ROCK (Rho-associated kinase;
impliquée dans la forme et le mouvement des cellules –cytosquelette).
mShef7: cellules ES humaines
Nutristem: Milieu sans sérum (donc sans facteurs..)

*protocole un peu différent que celui
utilisé pour les gastruloïdes de souris.

*Traitement au Chiron des cellules en
2D, avant qu'elles ne forment des
agrégats. Ce traitement est essentiel
pour l'élongation. Mais, traitement en
utilisant Wnt3A ne fonctionne pas!
(effets différents..?).

*Utilisation d'un inhibiteur de la kinase
ROCK

*la majorité des gastruloïdes se
rétracte après 72h, contrairement au
gastruloïdes de souris.
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*Vérification que des dérivés des trois feuillets
germinatifs peuvent être obtenus et que le gastruloïde
est bien polarisé.

*Utilisation de la lignée humaine RUES2-GLR (Martyn et
al., Nature 2018).

Gastruloïdes humains; protocole

72h

96h

GATA6 CDX2 BRA SOX2 CDH2

GATA6: Cardiaque, endoderme

CDX2: mésoderme, partie postérieure

BRA: mésoderme postérieur

SOX2: mésoderme

*Ces marqueurs indiquent la présence d'une
région correspondant à la région postérieure
de l'embryon, qui s'allonge pendant
l'extension de l'axe corporel AP, ainsi que
d'une région plus 'antérieure', donc une
polarisation du gastruloïde.
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Gastruloïdes; analyse des ARNs par TOMO-seq 
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*Analyse des domaines d'expression des ARNs en 3D par tomographie



Gastruloïdes; analyse des ARNs par TOMO-seq 

*Sections histologiques en série faites sur
un specimen congelé.

*Extraction des ARNs totaux pour chaque
section et rajout de 'spike-in RNA' pour
calibrer chaque extraction (être certain de
l'homogénéité des extractions..).

*Transcription inverse pour faire de l'ADN
et rajout d'un code-barres pour chaque
section, ce qui permet de tout amplifier et
séquencer en même temps...

*Des sections sous d'autres plans d'un
spécimen identique permettent d'avoir
une idée de la topologie de l'expression
d'un ARN particulier.

*Exemple d'un embryon de poisson

embryon de poisson
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*Sections histologiques en série de deux
gastruloïdes humains.

*Extraction de données particulières
touchant un gène ou un réseau de gènes

*Regroupement (clustering) des gènes
montrant des profiles d'expressions
similaires par TOMO-seq.

*Très bonne reproductibilité...

Gastruloïdes; analyse des ARNs par TOMO-seq 
Denis Duboule/2024
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Gastruloïdes; comparaison humain-souris par TOMO-seq 

🐭👫

Gènes orthologues

*Comparables mais avec des différences notables!!



Gastruloïdes; comparaison humain-souris par TOMO-seq 

Conclusion (une des...):

Ces gastruloïdes humains semblent donc être de bons modèles pour étudier certaines questions 
touchant au développement de l'embryon humain. En outre, le fait que toute la partie neurale 
antérieure ainsi que les annexes extra-embryonnaires fassent défaut, relativise certaines des 
considérations éthiques associées à l'utilisation et à l'étude de ces pseudo-embryons humains.

Denis Duboule/2024
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Gastruloïdes humains; protocole avec RA

*Traitement discontinu avec de l'acide
rétinoïque (RA) induit des gastruloïdes
avec des structures plus avancées, telles
qu'un tube neural et des somites
segmentées, ainsi que des types
cellulaires généralement non-présent
dans les gastruloïdes 'conventionnels'
(cellules de la crête neurale, progéniteurs
des cellules rénales etc...

Traitement au RA pour 'corriger un biais'
des cellules NMPs vers la différenciation
PSM puis somitique......(justification..)

Denis Duboule/2024
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Signalisation par l'acide rétinoïque (RA)
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*Retinol naturel (Vitamine A) dans les carottes,
citrouilles, patates douces...

*Retinol intracellulaire transformé en retinaldéhyde
par la retinol déhydrogénase, puis en RA par des
aldéhyde déhydrogénase (ALDH), mais aussi
catabolisé par des enzymes CYP26...

*RA pris en charge par des récepteurs nucléaires
(RAR, RXR) qui lient l'ADN sur des séquences cibles
bien précises (DR1, DR2 ou DR5) et qui activent ou
répriment la transcription de gènes cibles.

Signalisation par l'acide rétinoïque (RA)

🙏 Pascal Dollé, IGBMC, Ilkirch FR

Dégradation de 
RA en métabolites 

inactifs
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Importance du RA dans le développement précoce

Cyp26a1

ALDH

*Le RA est actif principalement dans les régions plus
matures du tronc et son action est exclue de la partie
contenant les cellules NMPs (souches) et plus généralement
de la partie représentée dans la région 'postérieure' des
gastruloïdes... Donc son application devrait intuitivement
conduire à une 'maturation' supplémentaire des
gastruloïdes...

RALDH mRNAs, Wagner et al.,  Dev. Biol., 2000

Denis Duboule/2024
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Importance du RA dans le développement précoce

*Des mutations provoquant des surplus ou des manques de
RA pendant cette période embryonnaire produisent des
effets tératologiques variés, selon les doses et l'âge des
embryons chez les rongeurs.

*Contre-indication absolue des crèmes pour la peau (acné
etc) à base de rétinol/RA pour les femmes enceintes.

Accutane, 13-cis-retinoic acid (isotretinoin), entered the U.S. market in 1982
for the treatment of severe cystic acne. In 1985, Lammer et al. reported the
findings of the first prospective study that clearly defined its high teratogenic
potency.

Risks associated with human exposure to the therapeutic dose during
embryogenesis were reported to be 40% for spontaneous abortion, 4-5% for
perinatal mortality, 16% for premature birth, and 25% for major malformation.

This striking teratogenic potency was not anticipated, because earlier as well
as later research documented that in rodent models, isotretinoin had lower
teratogenic potency than all-trans-retinoic acid and other retinoids"

Références : Lammer et al., 1985 (Isotrétinoïne: Accutane®)
deDie-Smulders et al., 1995 (Acitretin)
Revue : Adams, Birth Defects Research, 2010

🙏 Pascal Dollé, IGBMC, Ilkirch FR
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Protocole 'contrôle': Pré-traitement avec
CHI et utilisation d'un inhibiteur de la
kinase ROCK (Y). Idem Moris et al. (pas
d'effet robuste avec ou sans matrigel...).

Marqueurs de polarisation AP 
idem Moris et al.    

Analyses par scRNA-seq    
Clusters temporels  Clusters types cellulaires    

Gastruloïdes humains; protocole avec RA



*Addition de RA pour stimuler la différenciation de type neurale (entre 100nM et 1µM)
*Pas de traitement avec Y (inhibiteur de ROCK)
*10% Matrigel après 48h

Le traitement avec RA en continu favorise légèrement l'élongation du gastruloïde mais
ne produit pas de tube neural, ni de somites segmentées.

Un traitement discontinu avec RA (1µM) allonge encore le gastruloïde et fait apparaître
un tube neural et des somites segmentées...(balance entre tissus, inhibition..?? protocole
empirique..?)

Nouveau protocole

⚠

Gastruloïdes humains; protocole avec RA
Denis Duboule/2024
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Gastruloïdes humains; protocole avec RA

Sox1 + Sox2: neural tube-like structure (89% des cas)
Somites segmentées

*Les gastruloïdes se développent jusqu'à 120h
avec des structures non observées chez les
gastruloïdes humains poussés sans RA.

Analyses par scRNA-seq    

*Des types cellulaires apparaissant à
96h sont 'renforcés' à 120h (crête
neurale, tube neural..), avec
l'apparition de quelques cellules
progénitrices neurales

Denis Duboule/2024
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Gastruloïdes humains; protocole avec RA

*Ces gastruloïdes avec traitement RA se développent jusqu'à 120h avec des structures qui
indiquent clairement un stade de maturation plus avancé que les gastruloïdes
'conventionnels'. A ce stade, ils correspondent à peu près à des embryons de souris entre
E9.5 et E10.5, ou à des embryons humains proches de CS 11 (23-26 jours, 3.5mm),
comparé au CS 9 (19-21 jours, 2mm) des gastruloïdes conventionnels. Toutefois, ces
estimations sont rendues difficiles par l'hétérogénéité des différents stades de différents
tissus et types cellulaires trouvés dans les gastruloïdes RA...

Conclusion (une des...):

Denis Duboule/2024
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Les voies de signalisation BMP (TGFbeta)
Denis Duboule/2024
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*Les BMPs (dimères) agissent par
l'intermédiaire de récepteurs (tétramères)
induisant des cascades de
phosphorylation de protéines 'Smad' qui
vont rentrer dans le noyau et activer la
transcription de gènes cibles.



Gastruloïdes comme objets d'études (exemple)

*La signalisation par les BMPs (TGFbeta-like) est très importante pendant le développement, en
particulier pour la ségrégation des linéages cellulaires et leur maintenance.

*Utilisation des gastruloïdes pour étudier les effets variés des BMPs, soit après traitement avec du
BMP4, soit après l'utilisation d'un inhibiteur de BMPs (LDN 193189), dès 48h.

*PSC: cellules de départ (stem)

aPS: Ligne primitive antérieure

pPS: Ligne primitive postérieure

NMP: Progéniteurs neuro-
mésoderme

PSM: Mésoderme pré-somitique

IMM: Mésoderme intermédiaire

RE: Epithélium rénal

Denis Duboule/2024
La Fabrique des Embryons



Importance du RA dans le développement précoce
Comment contrôler le temps, l'endroit et la dose?)  

*Des mutations provoquant des surplus ou des manques de
RA pendant cette période embryonnaire produisent des
effets tératologiques variés, selon les doses et l'âge des
embryons chez les rongeurs.

*Contre-indication absolue des crèmes pour la peau (acné
etc) à base de rétinol/RA pour les femmes enceintes.

Accutane, 13-cis-retinoic acid (isotretinoin), entered the U.S. market in 1982
for the treatment of severe cystic acne. In 1985, Lammer et al. reported the
findings of the first prospective study that clearly defined its high teratogenic
potency.

Risks associated with human exposure to the therapeutic dose during
embryogenesis were reported to be 40% for spontaneous abortion, 4-5% for
perinatal mortality, 16% for premature birth, and 25% for major malformation.

This striking teratogenic potency was not anticipated, because earlier as well
as later research documented that in rodent models, isotretinoin had lower
teratogenic potency than all-trans-retinoic acid and other retinoids"

Références : Lammer et al., 1985 (Isotrétinoïne: Accutane®)
deDie-Smulders et al., 1995 (Acitretin)
Revue : Adams, Birth Defects Research, 2010

🙏 Pascal Dollé, IGBMC, Ilkirch FR
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Importance du RA dans le 
développement précoce

Cyp26a1

ALDH

*Le RA est actif principalement dans les régions plus
matures du tronc et son action est exclue de la partie
contenant les cellules NMPs (souches) et plus généralement
de la partie représentée dans la région 'postérieure' des
gastruloïdes... Donc son application devrait intuitivement
conduire à une 'maturation' supplémentaire des
gastruloïdes...

RALDH mRNAs, Wagner et al.,  Dev. Biol., 2000

Gastruloïdes comme tubes à essai (exemple)
Denis Duboule/2024
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⚠



Gastruloïdes comme tubes à essai (exemple)
Régulation critique du gène Cyp26a1, en particulier de sa limite 
d'expression A-P
Les NMPs doivent être protégées de l'acide rétinoïque...

Séquençage d'ARNs en cellules uniques

A: Groupement des cellules par stades
de développement des gastruloïdes.

B: Destins des groupes de cellules.

C: Cellules positives pour les ARNs de
Cyp26a1.

D: Expression de Cyp26a1 dans un
gastruloïde de 120h (NMPs)

Informations sur la *dynamique
temporelle et les types cellulaires...

NMP précoces et tardives

🙏 Laboratoire EPFL, Lausanne)
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2015

L'approche ATACseq mesure l'accessibilité à la 
chromatine, donc les endroits 'actifs' (là où des facteurs 
sont déposés, ou où la chromatine est modifiée etc..

L'approche ATAC globale (X milliers-ions de cellules)

ATAC-seq (cours #2 DD CdF 2023, 23 mai)  

ATAC-seq: Mesure de l'accessibilité de la chromatine par l'effet (ou non) d'une activité enzymatique enzyme coupant
l'ADN couplée au transposome Tn5... Le transposome fragmente l'ADN accessible et y transfère ses 'étiquettes'...
utilisée pour l'amplification et la séquence.

Denis Duboule/2024
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*Analyse temporelle des pics ATACs.
*Certains pics apparaissent aux mêmes
stades que les ARNs, ce qui suggère la
présence d'une séquence de régulation
(enhancer, exemple la séquence E2)

300kb

Gastruloïdes comme tubes à essai (exemple)

Séquences d'ADN candidates pour la régulation de Cyp26a1 (enhancers, ATAC-seq)
Les pics indiquent les endroits de l'ADN où celui-ci est 'accessible' (ouvert, fonctionnel...)

Gène Cyp26a1 'désert génique'

🙏 Anaïs Le Nabec (EPFL, Lausanne)
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*Analyse temporelle des pics ATACs.

*Certains pics apparaissent aux mêmes
stades que les ARNs, ce qui suggère la
présence d'une séquence de régulation
(enhancer, exemple la séquence E2).

*Tester la potentialité fonctionnelle d'une
séquence par un gène reporter introduit
dans des cellules ES, puis gastruloïdes
etc.

300kb

Gastruloïdes comme tubes à essai (exemple)

Séquences d'ADN candidates pour la régulation de Cyp26a1 (enhancers, ATAC-seq)
Les pics indiquent les endroits de l'ADN où celui-ci est 'accessible' (ouvert, fonctionnel...)

gène Cyp26a1 'désert génique'

Isoler la séquence E2 (ca. 1kb) et la mettre en amont d'un gène
reporter (promoteur et fluorescence)

🙏 Anaïs Le Nabec (EPFL, Lausanne)
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Gastruloïdes comme tubes à essai (exemple)

Apparition de la fluorescence indiquant les
cellules qui ont exprimé le gène rapporteur
sous le contrôle de l'enhancer E2.

🙏 Anaïs Le Nabec (EPFL, Lausanne)
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