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Cours 2024: La Fabrique des 'Embryons'

Déroulé du cours

• Cours #4: 4 juin 2024. Les embryons intégrés; définition, caractérisation et comparaisons souris/humains. Potentiel
expérimental (et quelques questions éthiques et sociales).

Les embryons intégrés; fabrication et potentiel futur
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Différents types de pseudo-embryons humains 

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
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Intégrés

• Contiennent tous les tissus 
'embryonnaires'

• Organisation similaire à l’embryon

• Développement ultérieur possible

Non-Intégrés

• Contiennent un sous-ensemble des tissus 
embryonnaires

• Organisation similaire ou non à l’embryon

• Pas de développement ultérieur possible

Adapté de Zernicka-Goetz et al. (2023)

Catégoriser les modèles d'embryons

🙏 Alexandre Mayran, EPFL Lausanne 
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Pseudo-embryons humains 'intégrés'
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Pourquoi étudier l'embryon humain et ses ersatz?

Une curiosité intrinsèque à comprendre 
notre origine en tant qu'humain. Ce que 
signifie 'être un humain' du point de vue du 
développement embryonnaire.

Les principes généraux sont partagés entre 
les animaux (a fortiori entre les mammifères) 
mais beaucoup de caractéristiques 
spécifiques aux humains/primates restent à 
découvrir. 

2024

1/13 raisons
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Pseudo-embryons humains 'intégrés'

...

...

...

...

😀
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SEM: Stem-cells based Embryo Models



Pseudo-embryons humains 'intégrés'

*Les auteurs s'inspirent de leur étude
précédente montrant que des cellules
ESC naïves de souris peuvent donner des
embryons ayant des signes de post-
gastrulation (Tarazi et al., 2022, embryons
SEM 'Synthetic whole Embryo Model).

*Ils adaptent ces observations à des
cellules ESC humaines, qui sont capables
de donner des embryons SEM complets,
ayant pratiquement toutes les marques
d'un embryon humain post-implantation
de stade Carnegie 6 (13-14 jours)

Denis Duboule/2024
La Fabrique des Embryons



Synthetic whole embryo models (SEMs)

Mélange de trois types cellulaires, comme dans le 
protocole de Sozen et al. 2018 (discuté au cours DD de 
2018-2019), mais là les trois types de cellules dérivent de 
la même lignée ESC naïve, plutôt que de cultures 
indépendantes

🐭

🐭

+Gata4

+Cdx2



*Contrairement à la souris, l'embryon humain post-
implantation et pré-gastrulation contient du
mésoderme extra-embryonnaire (ExEM) en plus de
l'endoderme extra-embryonnaire (primitive endoderme
(PrE) et du linéage trophectoderme-like (TE). Donc
tentative de production des 4 types cellulaires à partir
de la même lignée de cellules ESC naïve.

vue 'latérale'

embryon en gastrulation'

ExEM

Types cellulaires à produire pour l'agrégation
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La fabrication d'embryons humains 'SEMs'

Optimisation des conditions de différenciation de 
cellules humaines naïves en linéages extra-
embryonnaires pour produire des embryons SEMs. 

Cellules ES inductibles (doxycycline*) pour:

GATA4 : PrE
GATA6:  ExEM

Readout: expression de PDGFRA*, qui
est un marqueur de ces deux linéages

Il s'agit de trouver les meilleures conditions 
de culture pour produire le plus de 
PDGFRA possible, comme un indicateur de 
différenciation en PrE et ExEM
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Systèmes Tet-Off et Tet-On

Tet-Off

Tet-On

Das et al.

G.O.I. : Gène dont on souhaite moduler l'expression
Tc:  Tétracycline
dox: Doxycycline (Tet-like...)
VP16: Protéine activatrice

L'addition de la doxycycline soit empêche (Tet-Off), soit favorise (Tet-On) la 
liaison du complexe activateur en amont du gène que l'on souhaite réguler

(GATA4 et GATA6 dans ce cas particulier)
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PDGF Récepteur alpha

https://en.wikipedia.org/wiki/Platelet derived_growth_factor_receptor_A

Ligand: Platelet-derived growth factor (important 
dans le développement et dans un grand 
nombre de cancers). Signalisation par des 
cascades de phorphorylations (Tyrosine-kinase) 
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Production des types cellulaires (PrE et ExEM)

L'efficacité de ces traitements est estimée en 
triant les cellules qui produisent suffisamment de 
PDGFRA (cell sorter), exprimé en % du total des 
cellules. 

Les résultats montrent que ces transgenes seuls 
ne sont pas vraiment efficaces... (moins de 10%).

Donc:

Changement pour un milieu de culture 'enrichi' 
RACL: Milieu de base contenant en plus de 
l'Activine (TGFbeta-like); du Chiron (Wnt agonist) 
et du LIF.
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Milieu RACL moins le 'A' (activine qui semble 
inhiber la différenciation des cellules ES en 
ExEM). Donc utilisation d'un milieu RCL (milieu 
de base avec Chiron et LIF), sur des cellules 
iGATA4 et 6. Bonne stimulation de PDGFRA, 
mais une stimulation identique est observée 
dans des cellules ES WT... (plus de 50% des 
cellules..), indiquant que les transgènes GATA ne 
sont pas nécessaires dans ces conditions.

Optimisation d'un protocole final pour le PrE et 
le ExEM sans la présence de transgènes.

Les cellules PrE et ExEM sont alors 
triées/purifiées en utilisant des marqueurs 
appropriés et leurs identités vérifiées par 
scRNAseq en comparant avec des datasets 
produits avec des protocoles de différenciation à 
traitements 'séparés'. 

Production des types cellulaires (PrE et ExEM)

⚠
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Production des types cellulaires (Trophectoderme)

*Cellules ES naïves testées avec dox CDX2 (CDX2 qui donne des cellules TS chez souris). Cependant, les cellules 
TE obtenues ne se comportent pas comme telles quand elles sont agrégées avec des cellules PrE, ExEM et ES. 
Elles ne recouvrent pas l'agrégat comme le font les cellules du TE.

*Essai de différentes conditions de culture et, là encore, l'utilisation d'un milieu particulier conduit à ce résultat. 
Mais, les cellules contrôles WT (sans transgènes) produisent les cellules TE souhaitées...

*Milieu BAP(J): DMEM/F12 basal +Alk4, 5 et 7 inhibiteur A83-01, + ERK et MEK inhibiteur PD0325901 + BMP4 
pour 24h remplacé par un inhibiteur de JAK pour 48h.

*ALK: Récepteur tyrosine Kinase qui fonctionne par dimérisation induite par le ligand (petits peptides..?) .
Signalisation importante pour la survie, la prolifération, la migration des cellules (Kinase du Lymphome
Anaplasique).
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*Cytométrie en flux avec TACSTD2 (cellules TE précoces et tardives) et ENPEP (TE tardif seulement) montre 85% 
de cellules double-positives

*L'identité TE de ces cellules est alors vérifiée par scRNAseq. 

Production des types cellulaires (Trophectoderme)

*Ces cellules entourent les agrégats,
comme le montre la coloration avec
SDC1 (marqueur du trophoblaste et du
placenta et de plusieurs pathologies
associées (Syndecan-1).
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*Linéages extra-embryonnaires obtenus sans
transgènes dans les cellules humaines: Sans
doute lié à l'état d'avancement des cellules ES
humaines comparé à la souris où les
transgènes sont nécessaires.

*Consistant avec le fait que les enhancers
trouvés en amont de gènes régulateurs clés du
TE et du PrE (GATA3, 6 et 4) sont accessibles
(ATAC-seq) dans les cellules humaines (pas
chez la souris) alors même qu'ils ne sont pas
activés...Probablement plus 'responsive' chez
les humains et donc 'mieux' déclanchés, sans
avoir besoin de compenser par des gains de
fonction de gènes introduits.

Production des types cellulaires (Trophectoderme)
Denis Duboule/2024
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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 couplée au
transposome Tn5 coupant l'ADN... Le transposome fragmente l'ADN accessible et y transfère ses 'étiquettes'...
utilisée pour l'amplification et la séquence.
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Production des embryons SEMs (intégrés)

Recette:

+BSA (empêche collage trop fort..)

Une seule lignée ESCs
sans transgène. Deux
clones différents
WIBR1, WIBR3.

Induction des trois
ou quatre linéages
différents (3 jours).

Formation des agrégats
de app 120 cellules en
ratio de 1:1:3 pour
ESCs,PrE/ExEM, TE.

Transfert dans un
système de culture
rotatif pour 8 jours
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Production des embryons SEMs (intégrés)

Morphologies attendues (embryons et
annexes embryonnaires):

Histologie

🙏 'Virtual Human
Embryo'

Schémas

Stades
Jours: d.p.f.
Carnegie: CS

Epi: Epiblaste
Hb: Hypoblaste
AC: Cavité amniotique
Tb: Trophoblaste

ExEM: mésoderme extra-
embryonnaire.
PYS: Sac vitellin primaire
SYS: Sac vitellin secondaire

Am: Amnios
VE: Endoderme viscéral
PE: Endoderme pariétal

ChC: Cavité du Chorion
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Développement des annexes embryonnaires:
(images représentatives)

Epi: Epiblaste
Hb: Hypoblaste

YS: Sac vitellin primaire
SYS: Sac vitellin secondaire

Sk: Stalk (attache)
ChC: Cavité du Chorion
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Développement des embryons SEMs (intégrés)



Développement des annexes embryonnaires:
(Marqueurs fluorescents et schémas )

YS: Sac vitellin primaire
SYS: Sac vitellin secondaire

Sk: Stalk (attache)
ChC: Cavité du Chorion

Epi: Epiblaste
Hb: Hypoblaste
Tb: Trophoblaste

*Pas de cavité blastocystique (ni de blastocyste-
ICM-)..(d'ailleurs, des blastoides humains ne se
développent pas plus loin dans ce protocole...).

*Passage directe à une organisation en
linéages, avec ségrégation spatio-temporelle
des trois premiers tissus.

Emergence des annexes embryonnaires, avec
une organisation correcte. Apparition de
l'amnios dans l'épiblaste, d'un 'sac vitellin' dans
l'hypoblaste. Formation de ExEM qui remodèle
une cavité chorionique avec un point
d'attachement (stalk, futur nombril..).
Vascularisation...

Dapi: Marquage nucléaire SOX17: Hypoblaste
OCT4: Epiblaste CK7: Trophoblaste-like
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Développement des embryons SEMs (intégrés)



Efficacité du développement de tels SEMs
(Stem cells-based Embryo Models).

% observés à jour 6 post-agrégation, avec
deux clones différents (WIBR 3 et 2):

I: Agrégat entouré par du trophoblaste

II: Présence d'épi- et d'hypoblaste

III: Structure complète et organisée ('SEM')

Conclusion:

Clone WIBR3: 1,64%
Clone WIBR1: 1,09%

*C'est peu en terme relatif de succès par agrégation
*Mais la production est quasiment illimitée...
*Marqueurs prédictifs de succès..??? (expériences....)
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Développement des embryons SEMs (intégrés)



Polarisation correcte de l'axe antéro-
postérieur, jugée par l'apparition précoce des
marqueurs T et CER1.

Expression de T (Brachyury) comme marqueur des cellules
de l'épiblaste (OCT4) les plus 'postérieures'

Expression de CER1 comme marqueur des cellules de
l'endoderme viscéral antérieur AVE, qui contribuent à
différencier l'épiblaste antérieur.
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Polarisation des embryons SEMs (intégrés)



Développement et maturation du
compartiment trophoblastique.

Dapi: Marquage nucléaire
SOX17, GATA6: Hypoblaste, ExEM-like
OCT4: Epiblaste
SDC1, CK7, GATA3: Trophoblaste-like
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Développement du compartiment trophoblastique



Fréquence (à jour 6) élevée du développement
et de la maturation du compartiment
trophoblastique dans les SEMs.

Le marqueur SDC1 n'est pas exprimé initialement dans les cellules TE
avant agrégation. Son activation tardive illustre la maturation du
compartiment trophoblastique dans les SEMs.
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Développement du compartiment trophoblastique



Apparition d'un trophoblaste syncytial (fusions,
ploïdie anormale..) en périphérie. Apparition de
vacuoles, puis de lacunes dans le trophoblaste.

Histologie d'un embryon humain (Carnegie
collection CS5c –app 9 jours-) avec des
lacunes dans le trophoblaste syncytial (*).

SEMs à jour 6 avec des lacunes
dans le trophoblaste syncytial (*).

Dapi: Marquage nucléaire.

F-actin : membranes cellulaires:
On voit que les cellules sont multinucléées.

bêtaHCG: Hormone chorionique gonadotrope
bêta (gonadotropine chorionique).

Hormone produite par le trophoblaste syncitial
(placenta), essentielle pour le maintient du
corpus luteum ovarien et donc pour la
sécrétion de progestérone qui assure l'état de
la muqueuse utérine etc.

Lacunes
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Développement d'un trophoblaste syncytial



Validation des SEMs par l'utilisation de
séquences des ARNs de cellules uniques
'scRNAseq' et comparaison avec
l'embryon humain.

⚠
L'analyse des mARNs n'est en elle-même pas
suffisante car elle ne donne pas d'indication sur
l'organisation spatiale de l'objet biologique. Elle ne
renseigne que sur la présence ou l'absence d'un
type cellulaire, caractérisé par son contenu en ARNs.

Donc nécessité de combiner cette analyse avec des
analyses spatio-temporelles de la localisation de ces
populations cellulaires (anticorps, fluorescence, voir
avant).
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Validation et alignement avec l'embryon humain



Identification de 13 'clusters' (0-12), reflétant des
types cellulaires différents, regroupés par leurs
'similarités'..

Validation des SEMs par l'utilisation de
séquences des ARNs de cellules uniques
'scRNAseq' et comparaison avec
l'embryon humain.

Nombre de cellules / clusters

Matériel de départ:

SEMs de 4 jours: ca. 80
SEMs de 6 jours: ca. 50
SEMs de 8 jours: ca. 50

Le UMAP mélange les trois types de SEMs
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Validation et alignement avec l'embryon humain



*Les clusters sont définis
par un ensemble d'ARNs
présents.

*Différents types cellulaires
mettent en œuvre des
programmes génétiques
différents.
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Validation et alignement avec l'embryon humain



*Les clusters sont définis
par un ensemble d'ARNs
présents.

*Différents types cellulaires
mettent en œuvre des
programmes génétiques
différents.
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Validation et alignement avec l'embryon humain



*Exemples de la présence d'ARNs de gènes ayant
été analysés par des approches in vivo
microscopiques. Ces ARNs sont à la base du
regroupement des clusters dans le UMAP
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Validation et alignement avec l'embryon humain



*Présence de cellules germinales primordiales
(PGCs) et de cellules progénitrices de cellules
sanguines.

*A l'intérieur du cluster #4, quelques cellules
expriment à la fois OCT4, PRDM1 et SOX17, une
combinaison unique pour le marquage des PGCs
humaines.

27 cellules de ce type sont identifiées (positives pour
ces trois marqueurs) dont 19 (en vert) sont dans le
cluster #4.
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Présence de cellules germinales



*Présence de cellules germinales primordiales
(PGCs) et de cellules progénitrices de cellules
sanguines.

*Dans cette partie hachurée (clusters #4 et #7), 6
cellules (six) expriment les trois marqueurs,
définissant des précurseurs de cellules sanguines.

TAL1: Facteur de Tx, différenciation érythroïde.
ERG: Facteur de Tx, oncogène, famille ETS.
CD34: Protéine trans-membrannaire, érythropoïèse..
ExEM2,3: Mésoderme extra-embryonnaire
STb: Trophoblaste syncitial-like
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Présence de cellules progénitrices sanguines



Comparaison entre les scARNseq des SEMs et ceux obtenus
avec des embryons humains. Les data sont cumulés à partir
de 6 datasets différents recouvrant:
*Zygotes, cultivés en clivages..
*Blastocystes
*Embryons pré-gastrulation
*CS7 (16-19 jours post-fertilisation)

'Carte de référence', embryons humains
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La Fabrique des Embryons

Comparaison avec des scARN-seq d'embryons 



'Carte de référence', embryons humains SEMs humains

Comparaison entre les scARNseq des SEMs et ceux obtenus
avec des embryons humains. Les data sont cumulés à partir
de 6 datasets différents recouvrant:
*Zygotes, cultivés en clivages..
*Blastocystes
*Embryons pré-gastrulation
*CS7 (16-19 jours post-fertilisation)
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Comparaison avec des scARN-seq d'embryons 



SEMs humainsMatériel de départ:

SEMs de 4 jours: ca. 80
SEMs de 6 jours: ca. 50
SEMs de 8 jours: ca. 50

Le UMAP mélange les trois types de SEMs

Conclusion de la comparaison SEMs-Embryons:

Les cellules identifiées (par leur contenu en ARNs) dans les
SEMs correspondent chez l'embryon à des cellules de
stades post-implantation et ne correspondent pas à des
cellules de stades pré-implantation

Les SEMs progressent donc bien dans une direction de
développement comparable à celle des embryons humains.

TE

⚠

Comparaison entre les scARNseq des SEMs et ceux obtenus
avec des embryons humains. Les data sont cumulés à partir
de 6 datasets différents recouvrant:
*Zygotes, cultivés en clivages..
*Blastocystes
*Embryons pré-gastrulation
*CS7 (16-19 jours post-fertilisation)
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Comparaison avec des scARN-seq d'embryons 



Discussion et conclusions de l'étude:

Un SEM complet et autoorganisé 'correspondant' à
un embryon post-implantation peut être produit à
partir de cellules ES naïves, sans utiliser des cellules
de type extra-embryonnaires produites en
parallèle. Ce protocole ne requiert pas non plus de
modification génétique des cellules ES afin de
'primer' les cellules naïves (tout est dans la mise au
point d'un protocole de culture et des milieux).
C'est donc plus efficace que les protocoles courant
pour faire des SEMs chez la souris.

La localisation des tissus embryonnaires et extra-
embryonnaires est spatialement correcte, ceci en
complète absence d'interactions avec des tissus
maternels, sans fertilisation et sans induction
extérieure directe de voies de signalisation.

1

2
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Discussion et conclusions de l'étude 



5

4

3

Discussion et conclusions de l'étude:

D'un point de vue structurel, ces SEMs humains
ressemblent -mais ne sont pas identiques- à des
embryons.

L'efficacité très basse de ce protocole est un
facteur limitant qui devra être résolu à l'avenir si
l'on veut vraiment utiliser cette plateforme pour
étudier différentes questions.

Vérifier que ces SEMs peuvent se développer plus
tardivement, terminer leur gastrulation et avancer
dans l'organogenèse (comme récemment montré
chez la souris à partir de cellules ES naïves) pourrait
être important d'un point de vue expérimental,
pour comprendre certains phénomènes et pour
certaines thérapies (transplantation, régénération..).
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Discussion et conclusions de l'étude 



Questions et cadres éthiques (à l'interne...) 

🙏 Alexandre Mayran, EPFL Lausanne 
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Culture d’embryons

Définition d’un embryon

Adapté de de Graeff et. al. (2023)

Légale jusqu’à 14 jours ou 
apparition de la ligne primitive

Légale jusqu’à 14 jours

Illégale

Légale jusqu’à l’apparition 
de la ligne primitive

Pas de définition

La définition inclut la notion de
potentialité

La définition inclut la fertilisation 
d’un ovocyte

La définition inclut n’importe 
quelle méthode de création

Des cadres légaux disparates 

🙏 Alexandre Mayran, EPFL Lausanne 
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Technologie:

*Quels vrais niveaux de similarité entre ces modèles et des embryons ?

*Quels stades du développement peuvent être atteints en principe ?

*Peut-on implanter ces embryons ?

Quelques questions ouvertes... 

Cadre éthique:

*Est-il acceptable/désirable de produire ces modèles d'embryons ?

*Est-il acceptable/désirable de les utiliser à des fins de recherche ?

*Serait-il acceptable/désirable de les implanter in vivo* ?

Cadre légal:

*La législation actuelle s’appliquent-elle aux modèles d’embryons ?

*Les lois actuelles fournissent-elles le cadre légal souhaitable ?

*Quel besoin de légiférer ou de mieux surveiller ?

🙏 Alexandre Mayran, EPFL Lausanne 
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*soit temporairement, soit à terme dans le cas très hypothétique de risque zéro.... 


