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Résumé de l’épisode précédent
Organoïdes intestinaux, utilisations médicales

Organoïdes cérébraux (mini-cerveaux)
(origine, fabrication, recherche fondamentale, recherche médicale..)



Résumé de l’épisode précédent (2/6) 

*Rappel sur les cellules ES et iPS

*Organoïdes humains, différents types et utilisations

*Exemple: organoïdes de rétine

*Organoïdes intestinaux (cellules souches Lgr5+/-?)

*Organoïdes dérivés de pathologies

*Epithélium de Barret…

Organoïdes intestinaux; recherches et applications 

‘Mini-gut’: Outils de recherche, mais également diagnostiques et thérapeutiques
Sato and Clevers, Science, 2013



Organoïdes intestinaux normaux ou pathologiques 

Outils de recherche, mais également diagnostiques et thérapeutiques

Cultures de cryptes dérivées du colon

*Souris: addition de Wnt3A au milieu utilisé pour cultiver les
cryptes de l’intestin permet une pousse illimitée dans le temps.

*Humain: addition nécessaire de nicotinamide et de molécules
inhibitrices de Alk et de p38 pour faire pousser des cryptes de
colon.

*Ces conditions permettent également de dériver et de
maintenir des cultures de cancers du colon (adénomes de
souris et adénocarcinomes humain et de l’épithélium
métaplasique de l’oesophage de Barrett (œsophage avec un
épithélium intestinal..). Les cellules de cancers du colon ne
nécessitent pas de traitement avec la R-spondin ou Noggin

Organoïdes intestinaux normaux ou pathologiques 

Outils de recherche, mais également diagnostiques et thérapeutiques Figure 2

-nicotinamide +nicotinamide

+nicotinamid
(3-4 weeks..)

+nicotinamide
+Alk and p38 inh.

*Nicotinamide: Vitamine B, 
anti-inflammatoire..?

*Alk: Tyrosine kinase impliquées
dans de nombreux cancers.

*p38: MAP kinase (MAPK) impliquée
dans la différentiation, apoptose en 
réponse au stress etc..

Etudes, diagnostique, thérapies….



Organoïdes intestinaux normaux ou pathologiques 

Outils de recherche, mais également diagnostiques et thérapeutiques Figure 3

*Différenciation des types cellulaires
en absence de nicotinamide et p38 inh.

*Alk: Tyrosine kinase impliquées
dans de nombreux cancers (inh: A83)

*p38: MAP kinase (MAPK) impliquée
dans la différentiation, apoptose en 
réponse au stress etc.. (inh: SB)

*DBZ: dibenzazepine, un inhibiteur
de la signalisation Notch stoppe la
prolifération et induit la différenciation
de cellules caliciformes

entérocytes (top) cellules caliciformes (goblet) cellules de Paneth

Organoïdes intestinaux normaux ou pathologiques 

Outils de recherche, mais également diagnostiques et thérapeutiques

*

https://www.revmed.ch/RMS/2005/RMS-31/30614https://www.cancer.ca (société canadienne du cancer)

L’œsophage de Barrett



Organoïdes intestinaux normaux ou pathologiques 

Outils de recherche, mais également diagnostiques et thérapeutiques Figure 5

A. Epithélium isolé (7 jours)

B.    Addition de Fgf10. Effet sur le
nombre de passages

C. Organoïde d’œsophage de
Barrett

L’œsophage de Barrett

Organoïdes intestinaux normaux ou pathologiques 

Outils de recherche, mais également diagnostiques et thérapeutiques Figure 5

L’œsophage de Barrett

Section histologique  d’organoïde 
sans Nicotinamide et avec p38 inh.,
pendant 4 jours avec (droite) ou sans
(gauche) l’inhibiteur de Notch DBZ

*Cellules en prolifération (en haut, bleu)
*Cellules caliciformes (goblet, en bas, rouge)

*Les cellules arrêtent de proliférer et se
différencient

Sans inhibiteur Notch Avec inhibiteur Notch



Organoïdes

Etat des lieux: 

Organoïdes de cerveaux

*Origine
*Utilisation en recherche fondamentale
*Utilisation en recherche médicale

Organoïdes cérébraux (fabrication) 

Plusieurs 
milliers de 

cellules hES

Corps 
embryoïdes en 
milieu ‘neural’

Inclusion en 
matrigel et 
milieu de 

différenciation

Passage en 
bioréacteur

Nature (2013)

Matrigel: mélange gélatineux de 
protéines extraites de cellules 

tumorales de souris (ostéosarcome)
qui maintient les cellules souches en
état indifférencié. Il s’agit d’un ersatz

de matrice de membrane basale



Organoïdes cérébraux (fabrication) 

4’500 cellules hES

Fgf + ROCK inhibiteur
(Rho-Kinase)

Heparine (co-facteur
Fgf (promoteur..)

Insuline ?

Organoïdes cérébraux 

Lancaster et al., Nature (2013) 

*Formation de tissu neuro-épithélial avec des cavités fluides et une localisation apicale typique de cadhérine N

*Une morphologie complexe avec des régions hétérogènes contenant des cellules progénitrices et des neurones

*Structures montrant des ventricules ainsi que la formation de cellules épithéliale pigmentées de rétine

avec matrigel               sans matrigel Progéniteurs Neurones

Echelle: 200 microns



Organoïdes cérébraux (organisation et types cellulaires)  

Lancaster et al., Nature (2013) 

*Différentes régions du cerveau sont représentées avec des architectures distinctes,
régions qui sont toujours identifiées par l’expression de gènes marqueurs..

Forebrain

Hindbrain

Forebrain Hindbrain Hindbrain

Organoïdes cérébraux (organisation et types cellulaires)  

Lancaster et al., Nature (2013) 

Cortex
dorsal

Interneurones
corticauxl

Hyppocampe

Cortex
ventral

Plexus 
choroide

Rétine

RPE: épithélium pigmenté
ONL: Outer nuclear layer
INL: inner nuclear layer

Cortex
pré-frontal



Organoïdes cérébraux (origine des neurones)  

Lancaster et al., Nature (2013) 

Cellules souches
radiales gliales (RG cells, PAX6)

Cellules RGs (GFP) se divisent
à la surface apicale de la
zone ventriculaire (VZ)

Neurones qui
migrent dans les

couches corticales

Cellules progénitrices
intermédiaires qui vont

dans la zone sub-ventriculaire
SVZ

Production et migration des 
neurones corticaux (TUJ1)

Organoïdes cérébraux (fonctionnalité des neurones)  

Lancaster et al., Nature (2013) 

*’Calcium dye imaging’ pour détecter les oscillations calciques (Ca2+)
*Détection de pics de calcium spontanés au niveau de cellules individuelles
*L’addition de glutamate augmente la fréquence (suggérant une activité de 
réception glutamatergique)

*Pics bloqués par la tetrodotoxine (donc dépendant de l’activité neuronale) 

Maturation des
neurones corticaux 



Organoïdes cérébraux (organisation dorso-ventrale)  

A: Gènes marqueurs de régions du cerveau antérieur.
B, C: La région dorsale montre Pax6 (radial glial progéniteurs dans la ZV) et TBR2 (progéniteurs 

intermédiaires dans la sous-ZV) mais négatif pour GSX2.
D, E: Les régions LGE et CGE (latérales et ventrales ‘ganglioniques éminences’) sont TBR2

négatives mais GSX2 positives

Organoïdes cérébraux (organisation dorso-ventrale)  



Organoïdes cérébraux (organisateurs de la polarité DV)  

Subramanian et al., 2009, Seminars 
in Cell and Dev. Biol. 20(6):712-18

*Wnt2a est un marqueur de l’ourlet cortical’ (cortical hem) une des régions organisatrices de
l’axe dorso-ventral du cerveau antérieur.

*Dans les organoïdes, Wnt2a est exprimé exactement entre le plexus chroroïde (TTR) et la partie
dorsale du cerveau antérieur (TBR2) (i.e. au bon endroit…)

Auto-organisation             centre de signalisation              polarité….

Organoïdes cérébraux (problème de fréquence et reproductibilité..)  

*% d’organoïdes avec région radiale dorsale au dessus de 400 microns
de taille, ou non-identifiable comme dorsale, ou pas de région 
radiale au dessus de 400 microns… 

*Donc nécessité d’une standardisation du protocole (SOP; standard operating procedure)



Organoïdes cérébraux (enCORs; Amélioration du protocole)  

Organoïdes cérébraux (enCORs; Amélioration du protocole)  

Standard Operating Procedure (SOP) ?
enCORs (engineered cereb. organoïdes)

‘Floating Scaffold’
*Fibres tressées poly(lactide-co-glycolide) copolymer (PLGA)
*Spongin (éponges, collagen-type..)

’18’000 cellules’
(5-10% attach)

Presque que du neuro-ectoderme
Pas ou peu de mésoderme ou endoderme

Wnt



Organoïdes cérébraux (enCORs; Amélioration du protocole)  

Standard Operating Procedure (SOP) ?
enCORs (engineered cereb. organoïdes)

Augmentation principalement de la qualité des séries (batches), plutôt que de la 
variabilité interne. En partant de sphères, 25-30% des batches dans le meilleur des 
cas sont informatifs. Avec les enCORs, 75-80% des séries sont analysables.

Chiffres de Madeline Lancaster

Organoïdes cérébraux (enCORs; Amélioration du protocole)  

Standard Operating Procedure (SOP) ?
enCORs (engineered cereb. organoïdes)

Sphéroides (9’000): 
sans micro-filaments

enCOR (18’000): 
avec micro-filaments

Foxg1: Forebrain
(cerveau antérieur)

Tbr1, Tbr2
(cortex dorsal)



Organoïdes cérébraux (enCORs; Amélioration du protocole)  

enCORs (engineered cereb. organoïdes)

Quantification des différences entre ‘sphères’ et ‘enCORs’
*Analyses à jour 20 

Séquençage des ARNs
à haute profondeur

Séquençage des ARNs
à haute profondeur

Comparaisons 
des séquences

Extraction et listing des
ARNs différents (sur- ou

sous-représentés) 

‘Gene Ontologies’ (GO terms)
(classes fonctionnelles de gènes,
p.ex. ‘mitoses’, ‘métabolisme lipides’ etc

Organoïdes cérébraux (enCORs; Amélioration du protocole)  

enCORs (engineered cereb. organoïdes)

Quantification des différences entre ‘sphères et enCORs
*Analyses à jour 20 
*Séquençage des ARNs (RNA-seq; transcriptomes)
*Liste des ARNs sous-représentés dans les enCORs vs sphères ou
sureprésentés dans les sphères vs enCORs

*Etablir leurs ‘ontologies’ (GO list, familles de fonctions..)

Conclusion: A ce stade, il y a beaucoup plus de cellules non-neurales dans les 
(futurs) mini-cerveaux dérivés de sphères que dans ceux dérivant des enCORs



Organoïdes cérébraux (enCORs; Amélioration du protocole)  

enCORs (engineered cereb. organoïdes)

*Migration radiale de plusieurs neurones
*’Stalling’ (arrêt –transitoire- flèche pourpre) 
*Morphologie multipolaire (flèche bleue)

Heures/minutes

Organoïdes

Organoïdes de cerveaux humains

Utilisation comme modèles de pathologies

*Microcéphalie
*Tumeurs du cerveau



Organoïdes cérébraux (organoïdes mutants)  

Lancaster et al., Nature (2013) 

*’Calcium

Organoïdes cérébraux comme un 
modèle d’une microcéphalie humaine

*Un patient mutant trans-hétérozygote
dans le gène CDK5RAP2 (protéine

associée au centrosome pendant la mitose)

Héritage de deux mutations ‘non-sens’ différentes
chez les parents, donc pas de protéine chez le patient

*Production d’organoïde cérébraux à partir de
fibroblastes après biopsie de peau du patient 
et reprogrammation ‘classique’ (facteurs de 
Yamanaka) pour produire des cellules iPS, 

puis agrégation etc

Le centrosome est un centre organisateur des 
microtubules. Il est donc responsable de la formation 
du fuseau mitotique microtubulaire lors de la division 
cellulaire, sur lequel se déplacent les chromosomes.

Organoïdes cérébraux (organoïdes mutants)  

Lancaster et al., Nature (2013) 

*’Calcium

Organoïdes cérébraux comme un 
modèle d’une microcéphalie humaine

*Un patient mutant trans-hétérozygote
dans le gène CDK5RAP2 (protéine

associée au centrosome pendant la mitose)

Héritage de deux mutations ‘non-sens’ différentes
chez les parents, donc pas de protéine chez le patient

*Production d’organoïde cérébraux à partir de
fibroblastes après biopsie de peau du patient 
et reprogrammation ‘classique’ (facteurs de 
Yamanaka) pour produire des cellules iPS, 

puis agrégation etc

Le centrosome est un centre organisateur des 
microtubules. Il est donc responsable de la formation 
du fuseau mitotique microtubulaire lors de la division 
cellulaire, sur lequel se déplacent les chromosomes.

Wikipedia



Organoïdes cérébraux (organoïdes mutants)  

Lancaster et al., Nature (2013) 

Organoïdes cérébraux comme un 
modèle d’une microcéphalie humaine

*Production d’organoïde cérébraux à partir de
fibroblastes après biopsie de peau du patient 
et reprogrammation ‘classique’ (facteurs de 
Yamanaka) pour produire des cellules iPS, 
puis agrégation de ces cellules iPS etc..

Biopsie de peau
du patient

Fibroblastes

Reprogrammation
avec le cocktail
de Yamanaka

Cellules iPS

Mini-cerveaux

Analyses…

Organoïdes cérébraux (compréhension de la pathologie)  

Lancaster et al., Nature (2013) 

*A 30 jours, Les organoïdes ‘mutants’ ont 
moins de progéniteurs (SOX2) et de 

neurones (DCX). A 22 jours, cependant, ils 
ont moins de progéniteurs mais plus de 

neurones, suggérant une différenciation trop 
précoce

*L’examen des RGs normales en mitoses 
révèle une mitose horizontale en anaphase 
(0-30 degrés) alors que le mutant montre 

beaucoup de divisions obliques ou verticales
(RGs: Radial Glial stem cells; Vimentin+)



Organoïdes cérébraux (Modèles de cancers)  

Organoïdes cérébraux (Modèles de cancers)  

Protocole classique mais incluant une étape d’introduction de 
matériel génétique par nucléofection (…électroporation). Les 

futurs cellules souches sont souvent à la périphérie à ce stade là.
Introduction d’oncogènes, activables ou pas, de plasmides

CRISPR etc.. pour pertes ou gains de fonctions au choix
Aussi linéage par GFP activable etc)



Organoïdes cérébraux (Modèles de cancers)  

Toutes les cellules marquées à  la 
GFP sont également marquées 
par des gènes spécifiques aux 
cellules prog. neurales. Aucune 
de ces cellules n’est marquée 
avec un gène mésodermique ou 
endodermique

Organoïdes cérébraux (Modèles de cancers)  

*Cellules hES modifiées avec une 
batterie de mutations (CRISPR)

et des gains de fonctions
simples ou en combinaison,

connus pour être associés à des 
cancers variés

*Criblage avec un marqueur de 
prolifération (pCAG-GFP) après un 

jour et 1 mois

*Quantification de la fluorescence
pour trouver les organoïdes à haute 

croissance…



Organoïdes cérébraux (Modèles de cancers)  

*4 conditions montrant une croissance tumorale, dont 3 avec des mutations associées 
aux glioblastomes (GBM) et une à Myc (oncogène) 

Myc            GBM1             GBM2 GBM3

EGFR et cancers

*EGF: Epidermal Growth Factor et les récepteurs à ce facteur 
de croissance (EGFR) sont découvert par Stanley Cohen et Rita 
Levi-Montalcini (prix Nobel 1986).

*Ces récepteurs sont membres de la famille des récepteurs 
transmembranaires tyrosine kinase ErbB. 4 récepteurs, EGFR 
(ErbB1), HER2 (ErbB2), Her3 (ErbB3) et Her4 (ErbB4). 

*Plusieurs mutations dans le gène codant pour EGFR sont 
associées à des cancers (adénocarcinomes du poumon, head 
and neck tumeurs, glioblastomes…).

*Mutations, amplifications ou dérégulations de EGFR sont 
observées dans 30% des cas de tumeurs épithéliales

(*ErbB2 (Her2); amplification ou surexpression dans de 
nombreux cancers du sein (anticorps monoclonaux ‘Herceptin’).



Organoïdes cérébraux (Modèles de cancers)  

Afatinib: Inhibiteur de EGFR, actuellement 
en essai clinique pour des glioblastomes 

(ClinicalTrials.gov NCT No.: NCT02423525)

Le traitement par l’Afatinib réduit considérablement les cellules GFP (marqueur de la croissance 
mais uniquement pour les modèles de GBM1 et GBM3, donc impliquant le EGFR. Les modèles 

GBM2 et Myc ne répondent pas. 

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



Les organoïdes cérébraux ne sont pas des cerveaux..

…mais ils peuvent soulever des problèmes ‘éthiques’..  

Les organoïdes cérébraux ne sont pas des cerveaux..

…mais ils peuvent soulever des problèmes ‘éthiques’..  


