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Résumé de l’épisode précédent
Organoïdes humains

(importance potentielle et état des lieux actuels; exemple: rétine)
Organoïdes intestinaux

(histoire, recherche fondamentale, recherche médicale..)



Résumé de l’épisode précédent (2/6) 

*Principe d’auto-organisation (Holtfreter, Gierer..)

*La fabrication des organoïdes (supports, milieux..)

*Différents types de cultures

*Signaux endogènes et exogènes (‘symmetry breaking’)

*Origines des cellules (fœtale, pancréas)

*Cellules ES et iPS

Cellules souches embryonnaires (ES) 



Cellules souches embryonnaires induites (iPS) 

https://www.eurostemcell.org/ips-cells-and-reprogramming-turn-any-cell-body-stem-cell

‘Cocktail de
Yamanaka’ 

Similaires aux
cellules ES 

Organoïdes

Organoïdes humains

*Importance pour étudier l’embryon humain
*Transfert potentiel à la clinique



Organoïdes humains 

Biopsies de patients

Biobanques (recherche)

Analyses grande échelle
(-omics)

Etudes microbes-hôtes

Correction de mutations

Modèles de pathologies
Criblage molécule

Organoïdes de rétines humaines

*Origine des sous-types de photorécepteurs (cônes) humains

*Les cônes sont situés dans la rétine et transforment le signal
électromagnétique de la lumière en signal nerveux. Les cônes permettent
une vision diurne en couleurs (vision nocturne par les bâtonnets).

*Il y a trois types de cônes avec des sensibilités spectrales différentes; les
cônes S (sensibles à la lumière bleue S-opsin -400nm-), les cônes M 

(lumière verte, M-opsin -450nm -) et les cônes L (lumière rouge, L-opsin -
700nm). 

University John Hopkins, Baltimore USA



Organoïdes de rétines humaines

Décision 1               ou

Décision 2
*La différenciation des 
types de cônes se passent 
en deux étapes distinctes

*Comment étudier ce 
mécanisme (essentiel pour 
comprendre de nombreuses 
pathologies) in vitro?

*Organoïdes de rétines

From: Eldred et al., Science, 362, 12 octobre 2018  

Organoïdes de rétines humaines

Yoshiki Sasai

Day 4 

From: Eldred et al., Science, 362, 12 octobre 2018  

Day 1Human ES 



Organoïdes de rétines humaines

Day 8 Day 12 Day 43 

Day 281 Day 329 

From: Eldred et al., Science, 362, 12 octobre 2018  

Day 291
Cônes bleus (S-Opsin)
Cônes rouges/verts (L/M-Opsin)



D290D190D150

25 μm

Organoïdes de rétines humaines

Cônes bleus (S-Opsin) Cônes rouges/verts (L/M-Opsin)

From: Eldred et al., Science, 362, 12 octobre 2018  

Organoïdes de rétines humaines

Décision 1               ou

En présence du récepteur nucléaire béta aux hormones thyroïdiennes
(Thrbéta) la différenciation s’oriente vers les cônes rouges/verts.. 

Thrβ

XThrβ

Thrβ

From: Eldred et al., Science, 362, 12 octobre 2018  

Approche par ‘Perte de fonction’
Approche par ‘Gain de fonction’



Thrb mutantTémoin

25 μm 

100 uM

50 μm 

Les organoïdes n’ayant pas de récepteurs Thrb n’ont que des cones bleus

25 μm

Organoïdes de rétines humaines (Eldred et al.Science, 2018)

En présence d’hormone T3 (triiodothyronine) les cônes sont tous rouges/verts 

Thrβ

ThrβX

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 humains 

Origine des 
cellules

Interactions
hôte-pathogène

Modèles de
pathologies

Cancers



Avantages, limitations, solutions.. 

Organoïdes: Potentiel thérapeutique 

Etudes biologiques

Etudes des
mécanismes pathologiques

Criblage pour de 
nouvelles molécules

Médecine de
précision

Bio-banques
d’organoïdes

Tests de médicaments sur des organoïdes de patients puis sur des patients

Patients, modèles
de pathologies



Organoïdes: Potentiel thérapeutique 

Médecine régénérative

Celllules de 
donneur sain

Modifications 
des génomes

Thérapie génique

Transplantation d’organoïdes ou
de cellules fonctionnelles dérivées

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
de cerveau 

Organoïdes
intestinaux

Organoïdes
hépatiques



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
intestinaux

Organoïdes

Organoïdes intestinaux

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



Organoïdes intestinaux 

https://www.irsd.fr/cellules-souches-intestinales.html

Structure de l’épithélium intestinal

Nature Review Immunology

Cellules de Paneth: Organisatrices des cryptes 

Cell, 2013
*’Crypt base columnar 
cells’ (CBC) détectées 
par EM en 1974

*Cellules CBC sont
positives pour LGR5

*Les cellules LGR5+

sont détectées
pendant toute la vie
de la souris et donnent
toutes les cellules de
l’intestin. Ce sont des
‘cellules souches’

*App 15 cellules LGR5
par crypte. Division en
24 heures.



Sato and Clevers, Science, 2013

Wnt EphB Ephrin 

Bourgeonnement et formation des cryptes

Cellules de Paneth: Organisatrices des cryptes 

Initiation et développement des cryptes; cellules de Paneth (Wnt+)

*Wnt, EGF et Delta
proviennent des 
cellules de Paneth.

*BMP a une action
Inhibitrice

*LGR4/5 signal est
nécessaire pour
l’activation par Wnt

Cellules de Paneth: Organisatrices des cryptes 



Organoïdes intestinaux (étude originale)

Figure 1

Day 5                                Day 14

Organoïdes intestinaux (étude originale)

Haut (H) niveau de GFP
Bas (B) niveau de GFP

H

B

14 jours en culture de cellules uniques         EdU

Figure 2



Organoïdes intestinaux (étude originale)

Figure 3

Organoïdes intestinaux (étude originale)

Figure 3



Organoïdes intestinaux (étude originale)

Présence de la plupart des types
cellulaires dans les organoïdes
intestinaux

Figure 4

Organoïdes intestinaux (étude originale)

Sato et al., 2009 Nature

Noggin antagonise la
signalisation par BMP 

Jagged-1 est un
ligand de Notch

Y-27632 est un 
Inhibiteur de la

Rho-associated kinase
(ROCK, régulatrice du

cytosquelette et 
de l’actine etc)  



Organoïdes intestinaux (Résumé et usage dans la régénération)

Organoïdes intestinaux (dernières avancées)  

‘’Self-organization and symmetry breaking in intestinal organoid development’’
Serra, Mayr, Boni, ….and Prisca Liberali (Institut FM, Bâle). Nature, sous presse.

*En présence de Wnt3A, les cellules Lgr5- sont également capables de faire des organoïdes
(Van Es et al. Nat. Cell. Biol. (2016); Yan et al., Cell Stem Cell (2017) 

*Pour comparer les organoïdes: production d’organoïdes Lgr5+ après triage GFP et
production d’organoïdes Lgr5- dérivés de souris Lgr5::DTR-EGFP (les cellules exprimant
La DTR -récepteur à la toxine diphtérique- sous le contrôle du promoteur LGR5 meurent en
présence de la toxine).

*Imagerie automatique de milliers d’organoïdes avec des algorithmes appropriés.
Paneth



Organoïdes intestinaux (dernières avancées)  

‘’Self-organization and symmetry breaking in intestinal organoid development’’
Serra, Mayr, Boni, ….and Prisca Liberali (Institut FM, Bâle). Sous presse.

*Un événement d’interruption de symétrie se passe dans les premiers 3 jours
avec la différentiation de cellules de Paneth (Wnt). En absence de ce processus,
l’organoïde se développe en ‘entérocyste’.

*Séquences des ARNs des cellules uniques après triage dans les deux cas: 3 clusters

*Cluster 1: Expression         jusqu’à D3
puis       . Enrichi en RNAs 
marqueurs souche (re-
programming?) puis diff.

*Cluster 2: Expression         jusqu’à D3
puis       . Enrichi en RNAs 
ECM, cytosquelette, cycle
cellulaire (croissance)

*Cluster 3: Expression       . Enrichi en 
RNAs enzymes, 
métabolisme

Organoïdes intestinaux (dernières avancées)  

‘’Self-organization and symmetry breaking in intestinal organoid development’’
Serra, Mayr, Boni, ….and Prisca Liberali (Institut FM, Bâle). Sous presse.

Pour cibler les évènements précoces, collection des promoteurs des gènes qui
augmentent leurs ARNs à un jour de développement et examen des séquences
répondantes à des facteurs de transcription (quels sont les régulateurs?)

Motifs prépondérants: Liaisons à FOS-like 1 et aux facteurs à domaine TEA (Tead1) 
et Tead4), qui tous nécessitent la protéine ‘Yes-activated protein (Yap1) comme 
élément co-activateur.

*Yap1 est une protéine nucléaire mécanosensible qui est un effecteur de la voie
de signalisation ‘Hippo’, une voie qui est impliquée dans la régulation de la 
croissance des organes, la régénération et le processus tumoral.

*Yap1 est également impliquée dans la régénération de l’intestin en inhibant la
différenciation des cryptes (cellules de Paneth..).



La voie de transduction Hippo

Sarah Al Haddadh
https://archive-ouverte.unige.ch/unige:115409

*Une chaine d’activation (kinases) phosphoryle YAP
qui est retenue dans le cytoplasme

*En absence d’activation, YAP est transloquée dans
le noyau, se lie à TEAD1 qui active la transcription
de gènes cibles 

*Les complexes qui agissent en amont de la voie sont
localisés soit aux ‘tight junctions’ soit aux ‘adherens
junctions’ et sont donc liés à la physiologie de ces 
jonctions cellulaires

Organoïdes intestinaux (dernières avancées)  

‘’Self-organization and symmetry breaking in intestinal organoid development’’
Serra, Mayr, Boni, ….and Prisca Liberali (Institut FM, Bâle). Sous presse.

*Yap1 RNA est stable et donc 
vraisemblablement une différence post-
transcription qui rend la protéine active

*Quantité de Yap1 variable au niveau cellulaire

*Inactivation de Yap1 (vetreprofin) ou 
sur-expression de Yap1 donnent une majorité
de sphères d’entérocytes (plus de rupture de 
symétrie).



Organoïdes intestinaux (dernières avancées)  

‘’Self-organization and symmetry breaking in intestinal organoid development’’
Serra, Mayr, Boni, ….and Prisca Liberali (Institut FM, Bâle). Sous presse.

Comment se fait la rupture de symétrie?

*Variations précoces de Yap1 induisent une variabilité dans l’expression des ligands de Notch
*Si Dll1 est élevé, Notch est inhibé: cellules coliciforme (ou autres cellules sécrétrices)
*Les cellules adjacentes basses en Dll1 active Notch (Hes) et deviennent entérocytes.

La symétrie est rompue par les variations de Yap1 et leur effet sur Dll1 et Notch

!

Organoïdes intestinaux (dernières avancées)  

15 mai 2019 (ahead of print)



Flexibilité architecturale des cryptes intestinales

15 mai 2019 (ahead of print)

Organoïdes intestinaux; recherches et applications 

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

*La limite de Hayflick ou phénomène de Hayflick reflète le 
nombre de fois qu’une population de cellules humaines 
‘normales’ se divisera avant d’arrêter toute division cellulaire

Wikipedia

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..

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


