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Résumé de l’épisode précédent (4/6) 

*Rappel sur l’utilisation possible des organoïdes intestinaux humains 
pour étudier des pathologies (colon, œsophage de Barret)

*Mini-cerveaux, méthodes

*Efforts de standardisation, reproductibilité..

*Utilisation pour l’étude de pathologies (microcéphalie, cancers)

*Développement d’un ‘cerveau’ in vitro? Fantasme ou réalité?

Artegiani and Clevers (2018)
Human Molecular Genetics, Volume 27, Issue R2, 01 August 2018, Pages R99–R107, https://doi.org/10.1093/hmg/ddy187

Organoïdes: Recherches récentes

cerveau 

intestins
colon

oesophage

pancréas

rétine
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Les organoïdes (cérébraux) ne sont pas des (cerveaux)..

Composant principal 1 : Diversité cellulaire
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Organe
sain

Organe
malade

Organoïde
sain

Organoïde
malade

Réplication des 
mécanismes
normaux et 

pathologiques

Exploration de 
mécanismes
cellulaires 
nouveaux..

*Les organoïdes permettent 
de récapituler des conditions

normales difficilement 
accessibles, mais également 

d’étudier des mécanismes
qui leurs sont propres et qui

peuvent révéler des 
comportements cellulaires

inattendus

Artegiani and Clevers (2018)
Human Molecular Genetics, Volume 27, Issue R2, 01 August 2018, Pages R99–R107, https://doi.org/10.1093/hmg/ddy187

Organoïdes: Recherches récentes

organoïdes
hépatiques
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Organoïdes

Organoïdes de foie

*Production chez la souris et les humains
*Tumeuroïdes
*Expansion à long terme des hépatocytes
(régénération)
*Syndrome génétique (Alagille ALGS)

*Le foie est une glande amphicrine (à la fois exocrine et endocrine) aux
fonctions multiples:

*Fonction exocrine (production et sécrétion de la bile dans le duodénum
par le canal (conduit) cholédoque

*Fonction de nutrition (production de glucose, de cholestérol, de
triglycérides, glycogénolyse..)

*Fonction de synthèse (synthèse de la bile à partir du cholestérol)

*Fonction sanguine (production des facteurs de coagulation, nettoyage
du sang..)

*Fonction endocrine (vitamine D…)

*Fonction antitoxique (destruction des toxines –clairance hépatique-,
transformation de l’ammoniac en urée..

*Fonction de stockage (Vitamine B12, Fe, Cu..)

Le foie
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*Le foie peut régénérer après une hépatectomie partielle (2/3..) ou des
attaques chimiques ou des infections virales.

*Après une hépatectomie, la régénération semble se faire par une
réactivation mitotique rapide des hépatocytes sans apparente dé-
différenciation, un retour vers un état de cellules progéniteurs.

*Dans le cas d’une infection virale chronique ou d’une exposition à un
agent chimique, de petites ‘cellules ovales’ localisées proches des voies
biliaires sont alors mobilisées (qui pourraient être des cellules souches
pour les hépatocytes et les cholangiocytes –les cellules épithéliales du
canal biliaire-).

*La régénération par les hépatocytes semble être la voie majeure mais
démonstration récente que les ‘cellules ovales’ peuvent être impliquées
et qu’elles dérivent de cholangiocytes.

Régénération du foie

Développement et régénération du foie

Tiré de: https://www.deduveinstitute.be/fr/differentiation
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Organoïdes: Origine cellulaire et production  

Origine des cellules

Sources des cellules

Cellules souches
adultes

Cellules progénitrices 
foetales

Cellules souches
pluripotentes
(ESC et iPSC)

Derivation of OrganoidsOrganoïdes: Origine cellulaire et production  

Origine des cellules

Stades
adultes

Stades
embryonnaires

Cellules souches 
Pluripotentes (ESC, iPSC)

Cellules foetales 
progénitrices

Cellules souches 
adultes

Cellules
cancéreuses

Rossi et al., (2018) Nat. Rev. Genetics
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Organoïdes de foie (étude initiale)  

(2015)

Collagénase
3’000-10’000 cellules/puit

‘Replating’
(re-étalement)

Origine cellules
adultes

Organoïdes de foie (étude initiale)  

(2015)

Biopsie

Digestion enzymatique

Matrigel

3000-10000 cellules

Milieu avec:
Gastrin
EGF
Fgf10
Hgf
A83.01 (Tgfbeta inhibiteur)
Fsk (augmente le cAMP)
Noggin
Wnt (milieu conditionné)

Enlevé du matrigel et mis sur
de la matrice fraiche
Passages jusqu’à 6 mois min.
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Organoïdes de foie (étude initiale)  

(2015)

Cellules ductales
Efficacité de 28%

(élevé..)

Triage cellulaire
EpCAM: Epithelial cell adhesion molecule (adhésion homophiliques entre cellules épithéliales)
EpCAM- :Hépatocytes; EpCAM+: cellules ductales
Vérification par coloration Albumine (hépatocytes) et Kératine 19 (cholangiocytes)

Organoïdes dérivés seulement à 
partir des cellules ductales (et pas 

des hépatocytes)

Hépatocytes

Organoïdes de foie (étude initiale)  

(2015)

Les organoïdes n’expriment pas d’ARNs
marqueurs des hépatocytes
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Organoïdes de foie (étude initiale)  

(2015)

Les organoïdes n’expriment pas d’ARNs
marqueurs des hépatocytes

Les cellules EpCAM+ se dédifférencient
en cellules progénitrices bipotentes qui
peuvent être gardées pendant des mois
en cystes. En enlevant des stimuli de
croissance (Fsk, R-spondin), les cellules
‘repartent’ vers un destin ‘biliaire’. Mais si
Notch est bloqué et en présence de
BMP7, Fgf19 et dexaméthasone, les
cellules de différencient en hépatocytes

Organoïdes de foie (étude initiale)  

(2015)

Tissu
Hépatique 

Milieu 
d’expansion

Milieu de
différenciation
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Organoïdes de foie (Tumeuroïdes)

(2017)

HCC: Carcinome hépatocellulaire (hépatocarcinome; 500’000 cas/an, 5ème cancer, hépatite B et C)
CC   : Cholangiocarcinome (épithélium des voies biliaires)
CHC: Hépatocarcinome et cholangiocarcinome combinés

Analyses
pré-organoïdes

Analyses
post-organoïdes

Les organoïdes tumoraux conservent les 
caractéristiques des tumeurs de départ

cellules ductales
avec un lumen

Rosettes pseudo-
glandulaires

Lumen
glandulaires

Organoïdes de foie (Tumeuroïdes)

HCC: Hépatocarcinome
CC   : Cholangiocarcinome 
CHC: Hépatocarcinome et cholangiocarcinome combinés

Le succès de dérivation des tumeuroïdes 
dépend de l’index de prolifération des 
tumeurs de départ…
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Les organoïdes tumoraux conservent les 
caractéristiques des tumeurs de départ

incluant les marqueurs génétiques

Organoïdes de foie (Tumeuroïdes)

Hep Par1: anticorps monoclonal spécifique pour les hépatocarcinomes
EpCAM:   Epithelial cell adhesion molecule

Hep Par1

EpCAM

HCC: Hépatocarcinome
CC   : Cholangiocarcinome 
CHC: Hépatocarcinome et cholangiocarcinome combinés

Etat de différenciation des tumeurs/tumeuroïdes

Celllules souches                                                                Cellules différenciées

Les organoïdes tumoraux conservent les 
caractéristiques des tumeurs de départ

incluant les marqueurs génétiques

Organoïdes de foie (Tumeuroïdes)

Hep Par1: anticorps monoclonal spécifique pour les hépatocarcinomes
EpCAM:   Epithelial cell adhesion molecule

Hep Par1

EpCAM

HCC: Hépatocarcinome
CC   : Cholangiocarcinome 
CHC: Hépatocarcinome et cholangiocarcinome combinés
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Les tumeuroïdes retiennent en cultures les mutations initialement présentes dans 
les sous-types de tumeurs de départ

Organoïdes de foie (Tumeuroïdes)
Les organoïdes tumoraux conservent les 
caractéristiques des tumeurs de départ

incluant les marqueurs génétiques

HCC-T : Tumeur de départ (Tissue)
HCC-O: Tmeuroïde dérivé (Organoïde)

Organoïdes de foie (Tumeuroïdes)

Conclusion:Les organoïdes tumoraux peuvent être utilisés
comme un outils de recherches thérapeutiques

Tumeurs primaires:
réponses aux drogues

Tumeuroïdes dérivés:
réponses aux drogues



13

Organoïdes de foie et régénération

(2018)

*Deux types de réponse aux dommages du
foie. Une réponse impliquant les cellules
ovales (organoïdes décrit précédemment)
généralement suivant une infection, et une
réponse proliférative des hépatocytes eux-
mêmes lors d’un dommage aigüe, tel une
hépatectomie partielle.

Reprogrammation des hépatocytes adultes
en cellules progénitrices bipotentes est
connue (trans-différenciation en cellules
épithéliales de type cholangiocytes) mais
impossibilité de garder et d’amplifier ces
cellules…

*Développement d’un protocole pour
obtenir des hépatocytes à long terme, à
partir d’hépatocyte(s), qui sont capables
d’intégrer le foie d’une souris hôte.

Organoïdes de foie (cultures d’hépatocytes à long terme)  

(2018)

*Perfusion en collagénase,
*Triage des hépatocytes (centri) *suspension cellulaire

*20’000 cellules par puits avec matrigel
*Après solidification, milieu de culture:

Milieu +: EGF, Gastrin, Chiron (Wnt), HGF, FGF7, FGF10, Nicotinamide, Rho inh.
*changer le matrigel après 14 jours

*400 microns après 20 jours
*croissance ralentie après quelques mois…

*Efficacité assez basse (1% des hépatocytes), comparable aux organoïdes de prostate ou d’estomac..

‘Replating’
(re-étalement)

Origine cellules
adultes
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Organoïdes de foie 

*

Hu et al., Cell (2018) 

*Fréquence assez basse (ca. 1 %)

Organoïdes de foie 

*

Hu et al., Cell (2018) 

*Origine cellulaire

Utilisation de souris:
Albumin-CreERT2; Rosa26-LSL-tdTomato

Après traitement au tamoxifène,
99% des hépatocytes sont marqués.

Triage des cellules marquées qui
sont capables de faire des organoïdes.

Donc des hépatocytes différenciés exprimant de l’albumine peuvent
être à l’origine d’organoïdes hépatiques
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Organoïdes de foie 

*

Hu et al., Cell (2018) 
Hep-Orgs: Organoïdes dérivés d’hépatocytes
Chol-Orgs: Organoïdes dérivés de cholangiocytes
(Cholangiocytes: épithélium des voies biliaires) 

*Expression de marqueurs différents
*Présence de alpha foeto-protéine dans les organoïdes… (prolifération)

Albumine Kératines

Organoïdes de foie 

Hu et al., Cell (2018) 

Séquences des ARNs de gènes spécifiques pour les
hépatocytes (40), les cholangiocytes (10) et des gènes
liés à la prolifération cellulaire. 
3 Hep-Org et 3 Chol-Org indépendants

Marqueurs
hépatiques

Progéniteurs
biliaires

prolifération

Globalement, les organoïdes 
hépatiques ressemblent aux 
hépatocytes, mais:

*Les marqueurs hépatiques sont    
spécifiques aux Hep-Org

*Les marqueurs biliaires sont moins 
spécifiques aux Chol-Org…

Hépatocyte
témoin
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Organoïdes de foie 

*

Hu et al., Cell (2018) 

La composition cellulaire fine des organoïdes peut être 
déterminée par les séquences des ARNs de cellules isolées

Deux populations distinctes 5 clusters différents

Progéniteurs 
d’hépatocytes

Hépatocytes
matures

Cellules plus
primitives

Chol-like cells
trans-différ.?

Analyses par ‘clustering’ 

Organoïdes de foie 

*

Hu et al., Cell (2018) 

Comparaison des profiles d’ARNs entre des organoïdes
et des hépatocytes peu après une hépatectomie

Hep: Hépatocytes

PHs: Hépatocytes après
une hépatectomie partielle

Hep-Orgs: Organoïdes

Triage en utilisant
des souris 

albumine/Tomato

Conclusion: les organoïdes hépatiques 
de souris dérivés d’hépatocytes sont 

similaires à des hépatocytes post-
hépatectomie
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Organoïdes hépatiques de foie humain 

Hu et al., Cell (2018) 

Dérivation d’organoïdes hépatiques humains

*Foetus de 11-20 semaines (Fetal-Org)
*Une année en culture (+long)
*Dérivés d’hépatocytes congelés (PHH-Org)

*Expression massive 
d’albumine et de HNF4alpha 

*Coloration de MRP2 
(impliquée dans le transport 
de la bile) révèle un réseau
de voies biliaires..(absent des 
organoïdes souris… 
contamination de départ?)

Origine cellules
foetales

Organoïdes de foie humain 

Hu et al., Cell (2018) 

Dérivation d’organoïdes hépatiques humains
et greffe chez la souris.

*Conditions de culture favorisant la maturation des hépatocytes
(+ Dex, oncostatine M, sur des plaques collagène)

*Transplantés dans des souris immuno-déficientes par injection splénique

*Détection de nodules positifs pour ALB et MRP2, avec perte de l’expression de l’AFP..

Fetal-Org
transplantés

après 90 jours
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Organoïdes de foie (résumé)  

*

Points forts (les auteurs dixit)

*Les hépatocytes humains et murins peuvent être produits 
et maintenus à long terme 

*Les organoïdes hépatiques contiennent des hépatocytes 
différenciés ainsi que des cellules précurseurs

*Les organoïdes hépatiques murins dérivés d’hépatocytes 
reflètent un état régénératif post-hépatectomie

*Les organoïdes hépatiques humains dérivés d’hépatocytes 
peuvent être greffés et s’intégrer dans un foie de souris

Organoïdes de foie dérivés de cellules iPS…

(2017)

*Dérivation d’organoïdes hépatiques à partir de cellules humaines iPS 
‘normales’ ou obtenues de patients (syndrome d’Alagille –ALGS-). 

*Ces organoïdes contiennent des hépatocytes et des cholangiocytes, qui 
sont organisés en structures épithéliales.

‘proof of
principle’

Origine cellules
adultes, cellules
iPS et tumeurs
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(2017)

Organoïdes de foie dérivés de cellules iPS…

‘Replating’
(re-étalement)

EN: Endoderme ‘définitif’
FG: Intestin antérieur
HB: Hépatoblastes
HO: Organoïdes hépatiques

(2017)

iBMP
Wnt
iTGF
EGF
FGF10
HGF
iNOTCH
….

Organoïdes de foie dérivés de cellules iPS…

‘Replating’
(re-étalement)

EN: Endoderme ‘définitif’
FG: Intestin antérieur
HB: Hépatoblastes
HO: Organoïdes hépatiques
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(2017) EN: Endoderme ‘définitif’
FG: Intestin antérieur
HB: Hépatoblastes
HO: Organoïdes hépatiques

Organoïdes de foie dérivés de cellules iPS…

CK19: Cholangiocytes
HNF4: hépatoblastes

CK18: Hépatocytes
CK7: Cholangiocytes

63% des cellules 
Expriment NOTCH

Hépatoblastes
bipotents

Structures avec un lumen
et des hépatocytes

CK: Cytokératine, épithélia, polymères de
kératine, fibres 10 nm

Syndrome d’Alagille

*Défaut de développement des voies biliaires intra-hépatiques
*Cardiopathie congénitale
*Faciès caractéristique
*Déformation des vertèbres
*Anomalie oculaire
*…..

Le syndrome d'Alagille (SAG) est caractérisé par une cholestase 
chronique liée à une paucité des voies biliaires (diminution de la sécrétion 
biliaire)

Etiologie: Le plus souvent, le syndrome est dû à des mutations du
gène JAG1 codant pour un ligand de la voie de signalisation Notch, ou à des
mutations de NOTCH2.

Organoïdes de foie dérivés de patient ALGS
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Syndrome d’Alagille
Etiologie: Le plus souvent, le syndrome est dû à des mutations du
gène JAG1 codant pour un ligand de la voie de signalisation Notch, ou à des
mutations de NOTCH2.

Organoïdes de foie dérivés de patient ALGS

Scientific Figure on ResearchGate. Available from: https://www.researchgate.net/figure/
Representation-schematique-de-la-voie-Notch-Adapte-de-Radtke-F-Schweisguth-F-Pear-W_fig3_281015711 

Jagged1 

Notch

Syndrome d’Alagille

*Défaut de développement des voies biliaires intra-hépatiques
*Cardiopathie congénitale
*Faciès caractéristique
*Déformation des vertèbres
*Anomalie oculaire
*…..

Le syndrome d'Alagille (SAG) est caractérisé par une cholestase 
chronique liée à une paucité des voies biliaires (diminution de la sécrétion 
biliaire)

Etiologie: Le plus souvent, le syndrome est dû à des mutations du
gène JAG1 codant pour un ligand de la voie de signalisation Notch, ou à des
mutations de NOTCH2.

Effet semi-dominant (les patients ont une copie du gène muté)

Haplo-insuffisance ou effet dominant-négatif?
(données contradictoires dans la littérature)

Organoïdes de foie dérivés de patient ALGS

https://www.researchgate.net/figure/
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Syndrome d’Alagille

Effet observé est post-natal, i.e. le foie ne peut pas assurer le
développement des canaux biliaires dans les parties qui se
développent après la naissance. Les hépatoblastes semblent
avoir un problème à se différencier en cellules épithéliales du
système biliaire, causé par la modification de la voie Notch.

Organoïdes hépatiques à partir de patients mutants ALGS et
de cellules iPS normales ayant été mutées par CRISPR-cas9
pour produire une mutation ciblée

Les organoïdes ALGS ne peuvent pas générer des HO2 et ont
des problèmes pour produire des cholangiocytes et des
structures de canaux biliaires (contrairement aux témoins)
(NOTCH a un effet inhibiteur sur la différenciation des
hépatocytes).

Organoïdes de foie dérivés de patient ALGS

Organoïdes de foie dérivés de cellules iPS et patient ALGS
(2017)

C1, C2: Témoins #1 et #2: Organoïdes de cellules iPS ‘normales’

ALGS1: Cellules iPS de patient muté dans Jag1 (mutation stop; C829X)
ALGS2: Cellules iPS de patient muté dans l’épissage de Jag1

C1mu et C2mu: Cellules iPS C1 et C2 ciblées dans Jag1 par CRISPR-cas9 pour induire la 
mutation stop identique à l’une de celles trouvées chez les patients (pour être certain que 
cette mutation seule cause le syndrome…C829X).

ALGSrev: Cellules iPS patient ALGS1 traitées par CRISPR-cas9 pour corriger la mutation 
(chirurgie génétique)

ALGSrevcon: Cellules iPS du patient ALGS1 traitées par CRISPR-cas9 mais dans lesquelles la 
chirurgie (correction) n’a pas marché (témoin)(‘off target effects’).

Les patients ont des mutations stop 
ou de l’épissage
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Organoïdes de foie dérivés de cellules iPS et patient ALGS
(2017)

Quantification du nombre 
d’organoïdes versus cystes

C1, C2: Témoins #1 et #2
C1mu et C2mu: Cellules iPS C1 et C2 mutées dans Jag1 par CRISPR-cas9
ALGSrev: Cellules patient ALGS corrigées par CRISPR-cas9
ALGSrevcon: Cellules patient ALGS traitées par CRISPR-cas9 mais pas corrigées (témoin)

Les patients ont des mutations non-
sens: stop ou épissage

Les organoïdes ALGS produisent des vésicules liquides entourées de cellules hépatocytes-like différenciées

Syndrome d’Alagille

Ces études ajoutées au fait que les délétions complètes de
Jag1 chez la souris ne sont PAS haplo-insuffisantes, suggèrent
que:

‘’For the vast majority of those with other types of JAG1
mutations, our organoid results indicate that ALGS liver
disease is likely to be mediated by a dominant-negative
effector mechanism’’ (conclusion de l’étude).

Organoïdes de patient ALGS; conclusions
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Syndrome d’Alagille

Ces études ajoutées au fait que les délétions complètes de
Jag1 chez la souris ne sont PAS haplo-insuffisantes, suggèrent
que:

‘’For the vast majority of those with other types of JAG1
mutations, our organoid results indicate that ALGS liver
disease is likely to be mediated by a dominant-negative
effector mechanism’’ (conclusion de l’étude).

MAIS: Les différences dans les effets haplo-insuffisants chez
l’homme et la souris sont observées dans de nombreux cas
de syndromes génétiques, ce qui suggère également qu’il
pourrait y avoir une différence d’ordre général dans les
dosages de plusieurs protéines d’importance fondamentale
pour le développement des organes et des structures.

Organoïdes de patient ALGS; conclusions


