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L’endoderme viscéral, spécification
et rôle dans la survie de l’embryon de souris
avant la gastrulation

� variant hepatocyte nuclear
factor 1 (vHNF1) est un facteur
de transcription à homéodomaine
appartenant à une famille
hétérogène impliquée dans le
développement précoce et dans
le métabolisme. L’invalidation de
ce gène induit une létalité
embryonnaire précoce,
conséquence de l’absence
d’endoderme viscéral. Ce tissu,
d’origine extra-embryonnaire, est
indispensable pour la nutrition de
l’embryon, mais aussi pour la
régionalisation du neurectoderme
et la formation de la cavité pro-
amniotique. vHNF1 se place dans
une position prééminente
au sein du réseau complexe de
régulation contrôlant la
spécification et la différenciation
de l’endoderme viscéral. La
létalité embryonnaire précoce ne
permet pas d’étudier un éventuel
plus tardif rôle de vHNF1,
notamment pendant
l’organogenèse. Des mutations de
vHnf1 chez l’homme entraînent
des dysfonctionnements du
pancréas et des anomalies du
développement urogénital pour
l’étude desquelles d’autres
stratégies, seront nécessaires. �

V
HNF1 (variant hepatocyte
nuclear factor 1, appar-
tient à la famille d’homéo-
protéines HNF (hepato-
cyte nuclear factors), qui

inclut HNF-1, HNF-3α, β et γ, HNF-
4, et HNF-6 et C/EBP (Tableau I) [1].
vHNF1 et HNF1, structurellement
analogues, fonctionnent comme des
activateurs transcriptionnels et forment
des homodimères et des hétérodi-
mères in vivo et in vitro par l’intermé-
diaire d’un domaine de dimérisation
amino-terminal. Ils possèdent la
même spécificité de liaison à l’ADN
et interagissent avec des éléments de
régulation présents dans les promo-
teurs et/ou les activateurs d’un grand
nombre de gènes exprimés entre
autres dans le foie, le rein et le pan-
créas.
L’expression de vHnf1 précède systé-
matiquement celle de Hnf1 dans les
organes où ces deux gènes sont coex-
primés. De plus, la distribution tissu-
laire de vHNF1 est plus large que
celle de HNF1(Tableau I) [2]. Récem-
ment, différentes mutations dans
vHnf1 ont été identifiées chez
l’homme. Elles provoquent des ano-
malies du développement rénal,
cause de néphropathies de sévérité
variable. Dans certains cas, ces muta-
tions hétérozygotes sont aussi asso-

ciées à des anomalies du tractus géni-
tal et à une forme de diabète non-
insulinodépendant, MODY (maturity
onset diabetes of the young), qui se
manifeste à l’adolescence.
L’invalidation du gène vHnf1 chez la
souris, et la substitution du premier
exon de vHnf1 par le gène rapporteur
lacZ et le gène de sélection conférant
la résistance à la néomycine a permis,
à l’état hétérozygote, d’établir le profil
d’expression de vHnf1 par coloration
histochimique (figure 1), mais aussi et
surtout, d’analyser, à l’état homozy-
gote, l’effet de l’absence de vHnf1 [5].

vHnf1 s’exprime dès E4,5
dans l’endoderme primitif
et ses dérivés,
l’endoderme viscéral
et pariétal

Au stade de blastocyste (E3,5), on
identifie un type cellulaire différen-
cié, le trophectoderme, et la masse
cellulaire interne, indifférenciée. Dès
E4,5, la masse cellulaire interne com-
mence à se différencier pour former
l’ectoderme primitif recouvert par
l’endoderme primitif qui fait face au
blastocœle. L’endoderme primitif,
présent seulement transitoirement, se
différencie alors en endoderme viscé-
ral, entourant l’ectoderme primitif, et
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en endoderme pariétal, composé de
cellules qui migrent dans le blasto-
cœle le long du trophectoderme
(E5,5) et sécrètent les composants de
la membrane de Reichert (E5,5). Ces
deux tissus endodermiques appar-
tiennent aux annexes extra-embryon-
naires et ne participent pas à la
structure de l’embryon proprement
dit. Avant la formation d’un placenta
fonctionnel, ils ont une fonction de
transport et de filtration des nutri-
ments d’origine maternelle. Hormis
cette fonction, l’endoderme viscéral
est important pour la mise en place
de l ’axe antéro-postérieur de
l’embryon avant la gastrulation

[6](m/s 1994, n° 1, p. 84), et dans la
formation de la cavité proamnio-
tique, qui fait intervenir un procesus
d’apoptose [7]. vHnf1 est exprimé
très précocement dans l’endoderme
primitif, à E4,5, puis dans ses déri-
vés, l’endoderme viscéral et pariétal.
A ce stade, vHnf1 ne s’exprime que
dans les annexes extra-embryon-
naires, la première expression
embryonnaire du gène n’étant détec-
tée qu’à E8,5 dans l’endoderme défi-
nitif, et de manière transitoire dans
le tube neural. L’endoderme défini-
tif, qui dérive de l’ectoderme primi-
tif, donne naissance aux organes tels
que le foie, le pancréas, l’estomac,

l’intestin. vHnf1 est exprimé dans
ces organes précocement au cours
de l’organogenèse, ainsi que dans le
mésonéphros et le métanéphros
(figure 1).
A ce jour, seuls quelques facteurs de
transcription ont été détectés dans
l’endoderme primitif. Ces facteurs,
notamment HNF-4, se sont avérés
nécessaires au développement et à la
survie de l’embryon [8]. La présence
plutôt inattendue de vHNF1 dans ce
tissu suggérait un rôle crucial de ce
facteur pour le développement pré-
coce de l’embryon, ce que confirme
l’analyse des souris nulles pour ce
gène.

Tableau I

LES DIFFÉRENTS FACTEURS DE TRANSCRIPTION DE LA FAMILLE « HNF »

Facteurs (domaine de liaison à l’ADN) Sites d’expression au cours 
Phénotype des souris homozygotes mutantes de l’embryogenèse et chez l’adulte

HNF1 (homéodomaine atypique)
HNF1 Sac vitellin (dès E8,0).
Homozygotes viables, cachexie, Rein, foie, pancréas, intestin.
hépatomégalie, dysfonctionnements rénaux [13]. 

vHNF1 Endoderme primitif (dès E4,5).
Létalité embryonnaire entre E6,0 et E6,25. Tube neural (de E8,0 à E11,0).
Absence d’endoderme viscéral [5].

Intestin primitif et dérivés (poumon, foie).
pancréas, intestin, estomac), rein, gonade.

HNF-3 (Winged helix)
HNF-3α Endoderme définitif, nœud.
Homozygotes viables, retard de croissance, Notocorde, plancher du tube neural.
hypoglycémie, diminution de l’expression Poumon, foie, estomac, pancréas,
de proglucagon pancréatique [14-15]. intestin.

HNF-3β Endoderme définitif, nœud, 
Létalité embryonnaire entre E6,5 et E9,5, plancher du tube neural.
absence de nœud et de notocorde [16-17]. Poumon, foie, estomac, pancréas,

intestin postérieur.

HNF-3γ Endoderme définitif, intestin primitif.
Homozygotes viables, diminution de Foie, pancréas, estomac, intestin, gonade.
l’expression de certains gènes hépatiques [18].

HNF-4 (doigt de zinc)
HNF-4α1 Endoderme viscéral, intestin primitif. 
Létalite embryonnaire à E7,5. Apoptose de
l’ectoderme dû à un défaut de maturation Foie, pancréas, intestin, estomac 
de l’endoderme viscéral [19]. et rein.

HNF-6 (homéodomaine Cut)
HNF-6 Foie embryonnaire.
absence de données. Foie, pancréas, cerveau, tube neural [19].
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La mutation homozygote
de vHnf1 est létale
avant la gastrulation
par absence d’endoderme
viscéral

L’absence de vHnf1 est létale préco-
cement. Les embryons mutants
homozygotes sont viables jusqu’au
stade du blastocyste, mais meurent
entre E6,0 et E6,5 juste après
l’implantation et avant la gastrulation.
La croissance des embryons mutants
est très ralentie et les tissus extra-
embryonnaires sont mal définis.
L’ectoderme embryonnaire semble
très désorganisé et la cavité proam-
niotique n’est pas formée (figure 2). A
ce stade, l’endoderme viscéral, qui
normalement est formé d’un épithé-
lium continu, squameux dans sa par-
tie embryonnaire et en colonne dans
sa partie extra-embryonnaire, est
inexistant dans les embryons vHnf1–/–.
Récemment, il a été démontré que
certains facteurs de transcription, en
particulier HNF-4 [8] et GATA-6 [9]
présents dans l’endoderme viscéral,

Figure 1. Analyse du profil d’expression de la β-galactosidase dans les embryons hétérozygotes vHnf1+/–. A. Expres-
sion dans l’endoderme primitif (pre) au stade blastocyste E4,5. B-C. Expression dans l’endoderme pariétal (pe) et vis-
céral (ve) entourant l’ectoderme primitif à E5,5 et l’ectoderme extra-embryonnaire à E7,75 (vue frontale). D. Expres-
sion dans l’endoderme viscéral et dans des cellules entourant le nœud (n) à E8,0 (vue frontale). E. Expression dans
le tube neural (tn) et dans l’intestin primitif (ip) à E8,5. F-J. Schéma représentatif des stades précoces étudiés au
cours du développement de l’embryon de souris. En bleu : l’endoderme primitif et ses dérivés ; en vert : l’ectoderme
(ect) (rt : repli de la tête ; sv : sac vitellin ; c : cœur ; H : vue latérale ; I : vue frontale).
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Figure 2. Expression de l‘activité β-galactosidase dans l’endoderme viscéral
des embryons vHnf1+/– et vHnf1–/–. A. Coupe sagittale d’un embryon vHnf1+/–

révélant l’expression de vHnf1 dans l’endoderme viscéral extra-embryon-
naire (cve) et embryonnaire (sve). B. Coupe sagittale d’un embryon vHnf1–/–

révélant un retard de croissance et l’absence d’endoderme viscéral.



sont nécessaires à sa différenciation.
En leur absence, il y a une apoptose
de l’ectoderme embryonnaire après la
gastrulation, létale entre E7,0-E7,5. Le
profil d’expression de vHnf1, et
l’absence d’endoderme viscéral dans
les embryons vHnf1–/– homozygotes
mutants, étaient très suggestifs de la
participation de ce gène à la forma-
tion et/ou la différenciation de l’endo-
derme viscéral. Différentes approches
expérimentales, notamment l’analyse
de la différenciation de cellules ES
(embryonic stem cells) (m/s 1992,
n° 3, p. 268) vHnf1–/– et celle des chi-
mères d’agrégation tétraploïde ont

permis de préciser la fonction de ce
gène au cours du développement
post-implantatoire.
Les cellules ES cultivées in vitro en
l’absence de LIF (leukemia inhibiting
factor) [10] se différencient spontané-
ment en corps embryoïdes kystiques,
composés d’une couche externe
d’endoderme viscéral faite de cellules
épithéliales vacuolisées avec d’impor-
tantes microvillosités et d’une couche
interne de cellules ectodermiques.
Ces structures complexes calquent le
développement précoce de l’embryon
de souris jusqu’au stade œuf cylindre
[11]. Les corps embryoïdes issus des

cellules ES vHnf1–/– ne forment pas de
couche d’endoderme viscéral. Au
contraire on observe des cellules
indifférenciées, aplaties et désorgani-
sées (figure 3), et les corps
embryoïdes ne sont pas kystiques.
Argument supplémentaire, les mar-
queurs précoces et tardifs de l’endo-
derme viscéral ne sont pas exprimés.
Les données in vitro sont en accord
avec les observations in vivo d’un
endoderme viscéral défectueux ou
absent dans les embryons vHnf1–/–.
Qui plus est, en l’absence de vHnf1,
certains gènes de la famille des HNF,
en particulier Hnf-4α, Hnf1, Hnf3γ et
Hnf-6, intervenant normalement dans
le contrôle de la formation de l’endo-
derme, ne sont pas exprimés, indi-
quant qu’ils sont sous le contrôle,
direct ou indirect, de vHNF1. Comme
on pouvait s’y attendre, les protéines
synthétisées dans l’endoderme viscé-
ral par les différents gènes cibles de
vHNF1 et de HNF-4α, notamment
l’albumine, l’α1-antitrypsine et l’α-
fœtoprotéine, sont indétectables dans
les corps embryoïdes vHnf1–/–. Le rôle
prééminent de vHNF1 parmi les pro-
téines qui contrôlent le développe-
ment de l’endoderme (figure 4) est
aussi attesté par la sévérité du phéno-
type vHnf1–/–, comparé à celle, plus
modérée, des embryons Hnf-4α–/–.
Ces différences suggérent qu’en plus
du contrôle de l’expression de ce
gène, vHNF1 participerait aussi à la
régulation de l’expression d’autres
molécules impliqués dans le dévelop-
pement précoce.
Pour démontrer que l’absence
d’endoderme viscéral est bien res-
ponsable de la létalité précoce des
embryons mutants homozygotes, des
embryons tétraploïdes ont été pro-
duits en agrégeant des cellules ES
vHnf1–/– avec des embryons tétra-
ploïdes sauvages. Dans ces condi-
tions, la partie embryonnaire est issue
des cellules ES mutantes alors que les
annexes extra-embryonnaires déri-
vent exclusivement des cellules tétra-
ploïdes sauvages [12]. Les embryons
homozygotes mutants obtenus par
cette technique n’ont aucune altéra-
tion morphologique évidente jusqu’à
E9,5. A ce stade, des signes de
nécrose apparaissent au niveau de la
fermeture du tube neural dans sa par-
tie antérieure et postérieure, défauts
qui ne sont pas observés dans les
embryons hétérozygotes témoins.
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Figure 3. Morphologie et structure de corps embryoïdes hétérozygotes et
homozygotes après 7 jours de culture. A. Expression de la β-galactosidase
dans l’endoderme viscéral (ve) des corps embryoïdes vHnf1+/–. B. Expression
de la β-galactosidase dans les corps embryoïdes vHnf1–/– révélant des cel-
lules plates et désorganisées. C, E. Coupe semi-fine de corps embryoïdes
vHnf1+/–. D, F. Coupe semi-fine de corps embryoïdes vHnf1–/– révélant
l’absence de cavités et d’endoderme viscéral.
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Conclusions

L’ensemble de ces données confirme
sans ambigüité que l’absence d’endo-
derme viscéral est bien responsable
de la létalité précoce observée chez
les embryons homozygotes vHnf1–/–.
Ces données révèlent aussi le rôle
fondamental de l’endoderme viscéral
dans la survie de l’embryon juste
après implantation, et donnent à
vHNF1 une place prédominante
parmi les facteurs de régulation
impliqués dans la spécification de
l’endoderme viscéral. Il reste main-
tenant à disséquer les interactions
moléculaires intervenant dans la dif-
férenciation de l’endoderme viscéral
qui mettent en jeu non seulement
les protéines HNF (vHNF1, HNF-
4α ), mais aussi d’autres facteurs
comme les protéines GATA (GATA-4,
GATA-6) ■

vHNF1

HNF-6

HNF-3γ

HNF1α
HNF-4α1 GATA6

HNF-3β

GATA4

Gènes cibles
(α-fœtoprotéine, albumine, α-antitrypsine,

apolipoprotéines, transferrine, ...)

Figure 4. Modèle du réseau de facteurs de transcription réglant la différen-
ciation de l’endoderme viscéral. Plus qu’une cascade hiérarchique linéaire,
nos résultats intégrés aux différents travaux sur la différenciation de l’endo-
derme viscéral suggèrent un réseau complexe de régulation croisée gouver-
nant la formation de ce tissu.
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Summary
Visceral endoderm specification,
role in the development
of the pregastrulating embryo

Genetic and molecular evidence
indicates that visceral endoderm,
an extraembryonic lineage derived
from primitive endoderm, is requi-
red for gastrulation, early anterior
neural patterning, cell death and
specification of posterior mesoder-
mal cell fates. vHNF1, a homeodo-
main containing transcription fac-
tor belonging to the Hepatocyte
Nuclear Factor (HNF) family, is first
expressed in the primitive endo-
derm and is required for early
embryogenesis and plays an essen-
tial role in visceral endoderm spe-
cification. Homozygous mutant
embryos die just after implantation
and before gastrulation displaying
growth retardation, disorganised
ectoderm and absence of visceral
endoderm. Homozygous null blas-
tocysts and differentiated embryo-
nic stem cells do not express early
or late visceral endoderm markers.
Aggregation of vHnf1-deficient
embryonic stem cells with wild-
type tetraploid embryos rescues the
periimplantation lethality and
allows development to progress to
early organogenesis, confirming
that the early embryonic lethal
phenotype is essentially due to
defective extraembryonic tissue
formation. These results, together
with observations of other muta-
tions affecting visceral endoderm
function, in particular Hnf-4α, indi-
cate that the specification of the
visceral endoderm involves a com-
plex regulatory network rather than
a linear cascade.
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(1982), H.C. CONKLIN (1983), R.W. BROWN (1984), P. BUSER (1985), D. PILBEAM (1986),
D. PREMACK (1987), J.C. GARDIN (1988), P.S. GOLDMAN-RAKIC (1989), J. GOODY
(1990), G.A. MILLER (1991), P. RAKIC (1992), L.L. CAVALLI-SFORZA (1993), L.R.
GLEITMAN (1994), W.D. HAMILTON (1995), C. RENFREW (1996), M. JOUVET (1997) et A.
WALKER (1998).

Discipline pour le Prix International 2000 :
« INTENTIONNALITÉ ET PLANIFICATION DE L’ACTION»

Les propositions de candidature doivent comporter :
– le curriculum vitæ,
– la liste des publications du candidat,
– un résumé (quatre pages maximum) du travail de recherche qui justifie

l’attribution du Prix.
On ne peut se porter directement candidat. La candidature doit impérativement

être présentée par une personnalité scientifique reconnue et être adressée en
15 exemplaires au Secrétariat de la Fondation, 194, rue de Rivoli, 75001 PARIS.

Date limite des propositions de candidature : le 31 OCTOBRE 2000.

BOURSES D’ÉTUDES POST-DOCTORALES

PRIX INTERNATIONAL


