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Résumé de I'épisode précédent (4/6)
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*Rappel sur I'utilisation possible des organoides intestinaux humains
pour étudier des pathologies (colon, cesophage de Barret)

*Mini-cerveaux, méthodes

*Efforts de standardisation, reproductibilité..

*Utilisation pour I'étude de pathologies (microcéphalie, cancers)

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

Organoides: Recherches récentes

cerveau

Artegiani and Clevers (2018)
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Les organoides (cérébraux) ne sont pas des (cerveaux)..
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*Les organoides 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
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Organoides
Organoides de foie

*Production chez la souris et les humains
*Tumeuroides

*Expansion a long terme des hépatocytes
(régénération)

*Syndrome génétique (Alagille ALGS)

Le foie @

*Le foie est une glande amphicrine (a 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 synthése (synthese de la bile a 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 I'ammoniac en urée..

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




Régénération du foie

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

*Apres 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 a un
agent chimique, de petites ‘cellules ovales’ localisées proches des voies
biliaires sont alors mobilisées (qui pourraient étre des cellules souches
pour les hépatocytes et les cholangiocytes —les cellules épithéliales du
canal biliaire-).

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

Développement et régénération du foie
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Organoides: Origine cellulaire et production W

Origine des cellules

Sources des cellules
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Organoides de foie (stude initiale)
(2015)
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Organoides de foie (étude initiale)
(2015) m

T o Hi Liver O id Cultus

Bipotent Stem Adult Human Lit uman Liver Organoid Culture
Colls from Liver Liver biopsies (0.5-1 cm’) were obtained from donor and explant livers during
e B s tun ven Voo S . ki Joup o LR B v o vt - Mo T liver at the MC, The Medical
Ry ot B S Rt e Ve L A0 v o Eouin o o vy Ethical Council of the Erasmus Medical Center approved the use of this
material for and i consent was provided from all
patients. For EpCAM sorting experiments and hepatocyte isolation, primary
Biopsie human liver tissue was obtained with informed consent and approval by the

Regional Ethics Board, from the CLINTEC division of Karolinska institute
» (Dnr: 2010/678-31/3) (Jorns et al,, 2014). Liver cells were lsolatod from human

Digestion enzymatique liver biopsies (0.5-1 cm®) by n
the Extended Experimental Procedures. The different lvacnons were mixed
Matrigel ' and washed with cold Advanced DMEM/F12 and spun at 300-400 x g for

5 min. The cell pellet was mixed with Matrigel (BD Biosciences) or reduced
growth factor BME 2 (Basement Membrane Extract, Type 2, Pathclear), and
3000-10000 cellules ™= 3 600-10,000 celis were seeded per wel in a 48-welplate. Non-attaching
plates were used (Greiner). After Matrigel or BME had solidified, culture
medium was added. Culture media was based on AJDMEM/F12 (Invitrogen)

Mllle.u avec: supplemented with 1% N2 and 1% B27 (both from GIBCO), 1.25 mM N-
Gastrin Acetylcysteine (Sigma), 10 nM gastrin (Sigma), and the growth factors:
EGF 50 ng/ml EGF (Peprotech), 10% RSPO1 conditioned media (homemade),
Fgf10 100 ng/mi FGF10 (Peprotech), 25 ng/mi HGF (Peprotech), 10 mM Nicotin-
Hgf amide (Sigma), 5 uM AB3.01 (Tocris), and 10 uM FSK (Tocris). For the
A83.01 (Tgfbeta inhibiteur) establishment of the culture, the first 3 days after isolation, the medium was
Fsk (augmente le cAMP) supplemented with 25 ng/ml Noggin (Peprotech), 30% Wnt CM (homemade
Noggin prepared as described in Barker et al. [2010]), and 10 uM (Y27632, Sigma
Whnt (milieu conditionné) Aldrich) or hES cell cloning recovery solution (Stemgent). Then, the medium <:
was changed into a medium without Noggin, Wnt, Y27632, hES cell cloning
Enlevé du.matrig.el et mis sur ;:wvw:::;n After 10-14 days, W mmd‘:::;:'e
de la matrice fraiche ferred to fresh matrix. Passage was performed in a 1:4-1:8 split ratio once

Passages jusqu'a 6 mois min. == e 710 days for at least 6 months. To prepare frozen stocks, organoid




Organoides de foie (stude initiale)
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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)

Organoides dérivés seulement a
partir des cellules ductales (et pas
des hépatocytes)

14 organoid culture

Hépatocytes

Cellules ductales

Efficacité de 28%
(élevé..)
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the EPHB2+ population (Figure 4F). The organoids failed to
express markers of mature hepatocytes, such as Albumin or
CYP3A4 (Figures 4A and 5C, EM bars). Therefore, we defined
a human differentiation medium (DM) (Table S1). Removal of
the growth stimuli R-spo and FSK resulted in upregulation of
Albumin and CYP3A4 (Figure S5C). To this medium, we then
added the Notch inhibitor DAPT (Huch et al,, 2013b), FGF19
(Wu et al., 2011), and dexamethasone (Rashid et al., 2010) (Fig-
ure S5D). BMP7 reportedly accelerates hepatocyte proliferation
in vivo (Sugimoto et al., 2007). Addition of BMP?7 slightly facili-
tated the expression of hepatocyte markers ALB and CYP3A4
even during expansion medium (data not shown). Therefore,
5-7 days prior to the start of differentiation, we added 25 ng/ml
BMP?7 to the expansion medium (EM) (Figure 5A). When cultured
in this differentiation medium (DM), the cells acquired pro-
nounced hepatocyte morphologies, including polygonal cell




Organoides de foie (stude initiale)

(2015)

Long-Term Culture of Genome-Stable

Bipotent Stem Cells from Adult Human Liver
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Organoides de foie (Tumeuroides)

ARTICLES (2017) r"?iue"aicine
Human primary liver cancer-derived organoid cultures
for disease modeling and drug screening

Laura Broutier'®, Gianmarco Mastrogiovanni' 2%, Monique MA Verstegen™'®, Hayley E Francies*1°,
Lena Morrill Gavarré?, Charles R Bradshaw', George E Allen', Robert Arnes-Benito', Olga Sidorova',
Marcia P Gaspersz®, Nikitas G kopoulos®, Bon-Kyoung Koo?, Sabine Dietmann?, Susan E Davies®,
Raaj K Praseedom’, Ruby Lieshout?, Jan N M IJzermans?, Stephen ] Wigmore®, Kourosh Sach-Parsy’,
Mathew | Garnett!, Luc JW van der Laan® & Meritxell Huch'*®

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

Analyses Analyses
pré-organoides post-organoides
Collection 3D-culture/expansion

DNA

’ @ Characterization

Organoides de foie (Tumeuroides)

Les organoides tumoraux conservent les

ARTICLES mra' i
medicine caractéristiques des tumeurs de départ

Human primary liver cancer-derived organoid cultures
for disease modeling and drug screening

fnsemarc Masirgiomamadt3 %, oakque MA Versegen', Harly  Fraacier®, HCC: Hépatocarcinome
Desa’ Ogn Shason’, CC : Cholangiocarcinome
Sepben | Wigmares, Kourech Socb- Puvy, CHC: Hépatocarcinome et cholangiocarcinome combinés

Mathew | Garnett', Luc W van der Lasn’ & Meritaet] Hhack' A

Healthy-1

Using this novel protocol, we successfully established human
PLC-derived organoids from cight different patients with PLC,
including poorly to moderately to well-differentiated HCC (1 = 3)
and CC (n = 3), and combined HCC/CC (CHC; n = 2) (Fig. 1,

y Fig. 2a and Supph ¥ Table 1). We found a
strong correlation between the derivation success rate (establishment)
and the proliferation index of the original tumor. Thus, the efficiency
of establishment of organocid cultures was 100% for those samples

TISSUE

derived from tumors that contained >5% proliferating cells (n = 3 for
HCC; 1 = 2 for CHC and = 3 for CC), whereas we did not succeed
in deriving organoids from very well-differentiated lesions, with <3%
proliferative cells in the original samples (n = 8 for HCCand n = |
for CC), in agreement with the histological grading of early HCCs*

ORGANOID

Le succeés de dérivation des tumeuroides
dépend de I'index de prolifération des
tumeurs de départ...

N LSRRI 2]
cellules ductales  Rosettes pseudo-
avec un lumen glandulaires glandulaires
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ARTICLES medicine
Human primary liver cancer-derived organoid cultures
for disease modeling and drug screening

Lsnes Brostier 0. Glasemarcs Mastrogierann' %, MA Verstegen' *, Huyley E Francient,
Charkes R s, Gewrge F Allon’, Ribert Arwes Besiter, Ofge Shlvwons’,

" Nikitas Georgabopoubos’, Blon. Kyeasg Keo’, Sabine Dictmasa’, Susan | Davies®,
by Liesthout”, b N M [iterenams’, Siepben | Wigmore!, Kowroh Sach. Pacry’,

Celllules souches

Organoides de foie (Tumeuroides)
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Les organoides tumoraux conservent les
caractéristiques des tumeurs de départ
incluant les marqueurs génétiques

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

Cellules différenciées
»

Etat de différenciation des tumeurs/tumeuroides

Organoides de foie (Tumeuroides) B

nawre..
ARTICLES medlclne
Human primary liver cancer-derived organoid cultures
for disease modeling and drug screening

Lsnes Brostier 0. Glasmarcs Mastrogien ane' %, Masiupee MA Verstepen' . Hanley | Francsent .
Hewa Mowrid] Gavarri, Charkes R Iraduha, Goorge F Allen’, Robert Aries. Besite’, Otga Sidowora’,

S Dictmasa’, Susan § Davies®,
1 Wigmare’, Kismronh Sach. Paesy’.

Hep Par1

EpCAM

Les organoides tumoraux conservent les
caractéristiques des tumeurs de départ
incluant les marqueurs génétiques

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

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

11



Organoides de foie (Tumeuroides)

nawre,,
ARTICLES medicine

Human primary liver cancer-derived organoid cultures

for disease modeling and drug screening

Lsnes Brostier' 0. Glasemarcs Mastropien ann' %, Masiapee MA Verstepen' . Hintey | Francsent .
Hewa Mowrid] Gavarri, Charkes R Iraduhn, Gowege F Allen’, Ribert Aries. Besite’, Otga Sidwora’
Marcis P Gasperss’, Nikitas Georgabopoubo’, Ben-Kyeang Keo?, Sabine Dictmasa’, Susan | Davier',
i K Prascesom’, Reby Liesbout’, lan N M [ltcrensm’, Sicpben | Wigmere', Kauronh Sach. Puesy’.
Mathew | Garnett’, Luc W van der Lasn’ & Meritact] Hbach/ S40

TP53
ATM
ATR
E2F4
KRAS
NF1
MET
PRKDC

MSTT
CTNNBY
ACVR2A

Les organoides tumoraux conservent les
caractéristiques des tumeurs de départ
incluant les marqueurs génétiques

HCC-T : Tumeur de départ (Tissue)
HCC-O: Tmeuroide dérivé (Organoide)

JAKT
ARID1A
ARID18
ARID2
SMARCA2
BPTF
PCDHA13
COH!
GUAT
SLCaA2
VS1G10
PTPRS
GPRIN1
MUCs8
or10P1
AR

PERUAKTMAPK

Missonse_variant (SIFT score < 0.05)
Frameshift_variant
Stop_gained

Les tumeuroides retiennent en cultures les mutations initialement présentes dans
les sous-types de tumeurs de départ

for disease modeling and drug screening

. Glasmarcs Mastsogiarannd' . Mociegee MA Verwegen' =, Hayley | Trancient .
Bewdien', Gowrge E Allon', Rishert Armes Besitn', Ofga Sidowons’,
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Organoides de foie (Tumeuroides)

nawre..
ARTICLES medicine
Human primary liver cancer-derived organoid cultures

Conclusion:Les organoides tumoraux peuvent étre utilisés
comme un outils de recherches thérapeutiques

Tumeurs primaires:
réponses aux drogues

POGFR, KIT, VEGFR
ERBS81, ERBB2, ERAB3
ERBB2, EGFR

ALK

MAPK,
PISK, AKT
mTOR

Taselisb

Dasatinb SCH772084 AZD8931 Gemd

Tumeuroides dérivés:
réponses aux drogues
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Organoides de foie et régénération

(2018) m

Long-Term Expansion of Functional Mouse and Human
Hepatocytes as 3D Organoids

Huili Hu,' # Helmuth Gehart," ' Benedetta Artegiani,’ ' Carmen LOpez-iglesias,” Florijn Dekdors,’ Onur Basak,’
Johan van Es,' Susana M. Chuva de Sousa Lopes,* Harry Begthel,' Jeroen Korving,' Maaike van den Bom,'

Chenhul Zow,"* Corrine Quirk,” Luis Chiriboga, '° Charles M. Rice,” Stephanie Ma,” Anne Rios,* Peter J. Peters,’

Ype P. do Jong,"* and Hans Clevers' * 417

SUMMARY

*Deux types de réponse aux dommages du
foie. Une réponse impliquant les cellules
ovales (organoides décrit précédemment)

The mammalian liver possesses a remarkable regen-
erative ability. Two modes of damage response have
been described: (1) The “oval cell" response ema-

généralement suivant une infection, et une nates from the bll_iar_y lree_ when all hepaloc_ytes are
réponse proliférative des hépatocytes eux- affected by chronic liver disease. (2) A massive, pro-

n . - liferative response of mature hepatocytes occurs
mémes lors d'un dommage aigue, tel une upon acute liver damage such as partial hepatec-

hépatectomie partielle. tomy (PHx). While the oval cell response has been

captured in vitro by growing organoids from cholan-
Reprogrammation des hépatocytes adultes giocytes, the proli i P has
en cellules progénitrices bipotentes est not been recapitulated in culture. Here, we describe

the establishment of a long-term 3D organoid cul-

connue (trans-différenciation en cellules S
ture system for mouse and human primary hepato-

épithéliales de type cholangiocytes) mais

> spere s Py cytes. Or ids can be ished from single

impossibilité de garder et d'amplifier ces hrpatocytes and grown for multiple months, wr?ilo

cellules... retaining key mor ical i and gene

expression features. Transcriptional profiles of the

*Développement d'un protocole pour ganoi those of proliferating hepato-

=> obtenir des hépatocytes a long terme, a cytes after PHx. Human hepatocyte organoids prolif-

partir d’hépatocyte(s), qui sont capables :ate exte{\swety'::er engraftment into mice and
d'intégrer le foie d'une souris héte. alu:epatocy(es. ~

Organoides de foie (cultures d’hépatocytes & long terme)

(2018) cor |

Long-TennExpansignomecﬁondMouseandem
ytes as 3D Organoid:

L ‘Replating’
a..;u P . vy Bt e :: (re-étalement)
e R R

Origine cellules u

adultes Hepatocytes 3D Culture Hep-Orgs
. @
=P 1
j—— Liver perfusion— Seeding—}— Expansion - Passage ——

*Perfusion en collagénase,
*Triage des hépatocytes (centri) *suspension cellulaire
*20'000 cellules par puits avec matrigel
*Aprés solidification, milieu de culture:
Milieu +: EGF, Gastrin, Chiron (Wnt), HGF, FGF7, FGF10, Nicotinamide, Rho inh.
*changer le matrigel aprés 14 jours
*400 microns aprées 20 jours
*croissance ralentie aprés quelques mois...
*Efficacité assez basse (1% des hépatocytes), comparable aux organoides de prostate ou d'estomac..
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Organoides de foie

Long-Term Expansion of Functional Mouse and Human
Hepatocytes as 3D Organoids

Hu et al., Cell (2018)

B Hep-Orgs c

Organoids formed per 10,000 cells

I
o
8
a
8

150

*Fréquence assez basse (ca. 1 %)

O Mouse1
. Mouse2
3 Mouse3

COLLEGE
DF FRANCE

Organoides de foie

Long-Term Expansion of Functional Mouse and Human
Hepatocytes as 3D Organoids
Hu et al., Cell (2018)

*QOrigine cellulaire

Utilisation de souris:
Albumin-CreERT2; Rosa26-LSL-tdTomato
Aprés traitement au tamoxiféne,
99% des hépatocytes sont marqués.
Triage des cellules marquées qui
sont capables de faire des organoides.

Donc des hépatocytes différenciés exprimant de I'albumine peuvent
étre a |'origine d'organoides hépatiques
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Organoides de foie
s |

Long-Term Expansion of Functional Mouse and Human
Hepatocytes as 3D Organoids
Hu et al., Cell (2018)

Albumine
A Hep-Orgs Staining

[+]

Gene expression level
relative to primary-Hep

Hepatocyte mark
b

COLLEGE
DF FRANCE

Hep-Orgs: Organoides dérivés d’hépatocytes
Chol-Orgs: Organoides dérivés de cholangiocytes
(Cholangiocytes: épithélium des voies biliaires)

Kératines
B Chol-Orgs Staining

Hnfd4a Cypta2 Cyp3ail1

e 1 =222 447
12 N W Primary-Hep
3 Hep-Org
@ Chol-Org

onN & o ®

*Expression de marqueurs différents
*Présence de alpha foeto-protéine dans les organoides... (prolifération)

Organoides de foie
ca |

Long-Term Expansion of Functional Mouse and Human
Hepatocytes as 3D Organoids
Hu et al., Cell (2018)

Hépatocyte
témoin

| L Cyplaz
'ﬁyy§3em
T U Apoad

Gsta3

Gstm1

Af
kit
S — K7

\ Epcam
=L

\Prom1
—TefTi2

—Ccnel
“mKi67

 —

© & 8 S O O
O S S
¥ 07 oF QRO RET

Séquences des ARNs de génes spécifiques pour les
hépatocytes (40), les cholangiocytes (10) et des génes
liés a la prolifération cellulaire.

3 Hep-Org et 3 Chol-Org indépendants

Globalement, les organoides
hépatiques ressemblent aux

Marqueurs . R
hepatocytes, mais:

hépatiques

N

@t *Les marqueurs biliaires sont moins
spécifiques aux Chol-Org...

N *Les marqueurs hépatiques sont
spécifiques aux Hep-Org

Progéniteurs
biliaires

| prolifération
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Organoides de foie

Long-Term Expansion of Functional Mouse and Human
Hepatocytes as 3D Organoids
Hu et al., Cell (2018)

La composition cellulaire fine des organoides peut étre
déterminée par les séquences des ARNs de cellules isolées

__»Chol-Orgs.__ Trypsin Sorting
o -

m S &- ;
Liver Orgs o2 S Ty —
Ly ~* Hep-Orgs " os v

Deux populations distinctes

t-SNE1

5 clusters différents

Progéniteurs
d'hépatocytes

’. ® Cluste
1 g% § [
’ .. ‘ Mmp7 mtCo1 Spp' ) Hépatocytes
&

" @ Cluster2 — /1 matures
up! AN
& Cend Chol-like cells
g & +*Hep-Org 8] e Cluster 5 trans-différ.?
3 *Chol-Org gl V5 0 5 10 15

Cluster 4| cwCxcls Cellules plus

t-SNE1 primitives

Analyses par ‘clustering’

Organoides de foie

Long-Term Expansion of Functional Mouse and Human
Hepatocytes as 3D Organoids
Hu et al., Cell (2018)

COLLEGE
DF FRANCE

Comparaison des profiles d’ARNs entre des organoides
et des hépatocytes peu aprés une hépatectomie

Perfusion .
Undamaged control - . Triage en utilisant
Hepatocytes R Tomato+ d i
2/3 PHx ecovery Perfusion . / es souris
Regeneration %‘ » m »m - S0 Sorting albumine/Tomato
3 days Hep-Orgs
Cend1 Mki67 Ccnb1 Rps26

1

L ENVE

.
—
>4

2

j <P ’ Hep: Hépatocytes

- Lcn2 - Afp P _Clu | _Fabp1 PHs: I-Iiépatocyte.s apré§
.2 ; ‘L’ : I - T?' : ﬁt une hépatectomie partielle
% o6d j - °  Tubbt of 100a11 Hep-Orgs: Organoides
@ . o
N YENYENVER
X 3 X ;
Cdknia Dynlii1 Actg1 Stmn1 Conclusion: les organoides hépatiques

2

N E LECYSER )

de souris dérivés d’hépatocytes sont
similaires a des hépatocytes post-

Q&Qq‘b*o\& Q@Q QQ**OQQQ Q@Q QQ\*‘ o\& Q@Q Q\Z\+O\Q¢’

Q& \?‘0 \2\0

hépatectomie

‘\0
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Organoides hépatiques de foie humain

S o Pychionol Moves orw! Hirmen Dérivation d’organoides hépatiques humains
Hu et al., Cell (2018) Origine cellules
Fetal-Orgs PHH-Orgs foetales

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

G

Fetal-Orgs Staining Fetal-Orgs Staining

*Expression massive
d’albumine et de HNF4alpha

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

Organoides de foie humain

ca |
Long-Term Expansion of Functional Mouse and Human Dérivation d’organoides hépatiques humains
Hepatocytes as 3D Organoids .
Hu et al., Cell (2018) et greffe chez la souris.

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

*Transplantés dans des souris immuno-déficientes par injection splénique

*Détection de nodules positifs pour ALB et MRP2, avec perte de |'expression de I'AFP..

Merge

Fetal-Org
transplantés
apres 90 jours
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Organoides de foie (résumé)
Cell

Long-Term Expansion of Functional Mouse and
Human Hepatocytes as 3D Organoids

Graphical Abstract Authors

Huili Hu, Helmuth Gehart,

Benedetta Artegiani, ..., Peter J. Peters,
Ype P. de Jong, Hans Clevers

Lx ]
' B
@ .0 ':.ll
4 — 2 Resembie functonal hepstocytes
N0 P

Points forts (les auteurs dixit)
*Les hépatocytes humains et murins peuvent étre produits
et maintenus a long terme

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

*Les organoides hépatiques murins dérivés d’hépatocytes
Engraf lnko damaged messe iver | | reflétent un état régénératif post-hépatectomie

*Les organoides hépatiques humains dérivés d'hépatocytes
peuvent étre greffés et s'intégrer dans un foie de souris

Organoides de foie dérivés de cellules iPS...

(2017) TECHNICAL ADVANCE

Origine cellules Human hepatic organoids for the analysis proof of
adultes, cellules of human genetic diseases principle’

iPS et tumeurs Yuan Guan, Dan Xu, Phillip M, Garfin,*? Ursula Ehmer,** Melissa Hurwitz,’ Greg Enns,’

Sara Michie,* Manhong Wu,' Ming Zheng,' Toshiiko Nishimura,** Julien Sage.** and Gary Peltz’
Department of Anesthesia, ‘Department of Pedatacs, Degartment of Cenetics, and ‘Department of Pathiogy.
Stanford Unwveryty School of Medicine, Starford. (atfornia. USA. ‘Center for the Advancement of Mealth and Soscience,
Sunnyvale. (afifornia. USA. ‘Central institute for Experimental Animas, Tokyo, Japan.

We developed an in vitro model system where induced pluripotent stem cells (iPSCs) differentiate
into 3-dimensional human hepatic organoids (HOs) through stages that resemble human liver
during its embryonic development. The HOs consist of and which are
organized into epithelia that the lumina of bile duct-like The organoids provide
a potentially new model for liver regenerative processes, and were used to characterize the effect

of different JAGT mutations that cause: (a) Alagille syndrome (ALGS), a genetic disorder where
NOTCH signaling pathway mutations impair bile duct which has

in its associated clinical features

*Dérivation d'organoides hépatiques a partir de cellules humaines iPS
‘normales’ ou obtenues de patients (syndrome d'Alagille ~ALGS-).

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




Organoides de foie dérivés de cellules iPS...

|0 | Tcanicas asvance
(2017) EN: Endoderme ‘définitif’
Human hepatic organoids for the analysis ‘Replating’ FG: Intestin antérieur
of human genetic diseases (re-étalement) | HB: Hépatoblastes
Vet Gt POy 4 Gt e S st i g HO: Organoides hépatiques

S M. Mg W g T ToshNb Mt Jl Lage o Cary I

e (ot 14 T st gt b Yo S

iPSCs EN FG HB HO1

HO2 O
— O
Op0

Day 0 Day 3 Day 6 Day 9 > Day 20 > Day 62
1
a Methods,
Further about the experimental procedures, including antibody and RT-PCR primer information,

can be gfind in the supplemental material
C cultwres. Human iPSC lines C1, C2, and C3 were maintained as monolayer clones under feed-
conditions on human-ES-cell-qualified Matrigel (BD Biosciences) in TeSR-E8 (StemCell Technol-
). Celis were routinely passaged at a ratio of 1:10 every 4 to 6 days using S mM EDTA (Invitrogen).
3D human HO culture, For production of HOls, iPSCs were dissociated to single cells in buffer with
S mM EDTA and 10 mM Y-27632 (Santa Cruz and were in b 1l-ad-
bhesion 60-mm dishes (Corning) in endoderm differentiation medium (107 cells/dish) containing 10 mM
Y-27632. The endoderm differentiation medium consisted of DMEM/F12 plus ITS (GIBCO) supple-
mented with 0.1 mM nonessential amino acids and | mM pyruvate. On days 0 to 3, activin-A (100 ng/
ml) and BMP4 (10 ng/ml) were added to the chemically defined endoderm differentiation medium. For
endoderm patterning and for the generation of foregut spheroids, Matrigel (BD Biosciences, growth fac-
tor reduced [GFR]) was added to RPMI and B27 medium to a final v/v concentration of 2% from days 3
10 9. From days 3t 6, 50 ng/ml FGF10 (Peprotech) was added to the medium. From days 6109, 10 ng/
ml FGF10 and 10 ng/ml BMP4 were added to the medium. After day 9, Matrigel (final 1% v/v concen-
; tration) was added to the organoid growth and differentiation medium (HCM, Lonza), which was sup-
plemented with HGF (50 ng/ml), 50 ng/ml oncostatin M, and 10 uM dexamethasone (Sigma-Aldrich),
On day 20, the organoids were collected and reseeded for further differentiation and characterization

Organoides de foie dérivés de cellules iPS...

Xlroes Trenmiea asvancs
e ] (2017) EN: Endoderme ‘définitif’
Human hepatic organoids for the analysis ‘Replating’ FG: Intestin antérieur
of human genetic diseases (re-étalement) | HB: Hépatoblastes
R + HO: Organoides hépatiques
Ve Comn B B Pt o e e e ot o o
e e e b e et e @
iPSCs EN FG HB HO1 s, HO2
. O
.
" -&_’ o20°
Day 0 Day 3 Day 6 Day 9 > Day 20 > Day 62
a
iBMP
Wnt
iTGF
HOZ culture, The cells in control and ALGS HOI cultures (day 20 to 50) were dissociated by digestion EGF
with 1 mg/mi collagenase for 30 minutes, and then with 0.25% trypsin-EDTA for 10 minutes. The cells FGF10
were collected by centrifugation at 200 g for 3 minutes, resuspended in 50 i of GFR-Matrigel, and plated HGF
at 1,000 cells per well in a 24-well plate. After Matrigel solidification, 1 ml of growth media was added, and iNOTCH
the cells were cultured for 6 days. The growth media consisted of RPM] plus B27 (GIBCO) medium with
the following growth factors: 250 nM LDN-193189 (iBMP), 3 uM CHIR99021, 10 pM A83-01 (TGF),
100 ng/ml EGF, 10 ng/ml FGF10, and 20 ng/mi HGF. The cells were then cultured for 6 more days in a

differentiation medium, which consisted of HCM medium supplemented with 10 gM DAPT (iNOTCH),
10 ng/mi oncostatin M, 20 ng/ml HGF, 10 uM dexamethasonc, and 10 ng/ml BMP4.




Organoides de foie dérivés de cellules iPS...

THCHNIEAL ABvANCH

X s (2017)

Human hepatic organoids for the ysi
of human genetic diseases

Ve Conn D R, P 1. G Srvaks Db Mo Mt g L.
S M Mg W, Mg T, TR N e g and Cary I

63% des cellules
Expriment NOTCH

EN: Endoderme ‘définitif’
FG: Intestin antérieur

HB: Hépatoblastes

HO: Organoides hépatiques

Hépatoblastes
bipotents

- 0-0-0- &y~ o

Day 0 Day 3 Day 6 Day 9 > Day 20 > Day 62

CK: Cytokératine, épithélia, polyméres de CK19: Cholangiocytes ||CK18: Hépatocytes Structures avec un lumen
kératine, fibres 10 nm HNF4: hépatoblastes | |CK7: Cholangiocytes et des hépatocytes

Organoides de foie dérivés de patient ALGS

Syndrome d’'Alagille

*Défaut de développement des voies biliaires intra-hépatiques
*Cardiopathie congénitale

*Faciés caractéristique

*Déformation des vertébres

*Anomalie oculaire

*

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

Etiologie: Le plus souvent, le syndrome est di a des mutations du
géne JAGT codant pour un ligand de la voie de signalisation Notch, ou a des
mutations de NOTCH2.
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Organoides de foie dérivés de patient ALGS e

Syndrome d'Alagille

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

Cortral of Sgancs by -
Newrakzes ansor Mivcbaomt T =

Ubqutytaton Endocyloss snd ¢

Cotoragm
Gegradation

Jagged1 I:> i’;‘;," B a'

o ol P

P9 _ 0= @ ysecuiase compien
{1 et 2
; & 1! rnnu;-nummn
= Preseciin = Nicastrn = APM.1 = PEN2
Pl
Nuckeus
. FIDAC
Furin-the oo A )
convetane O o _/‘“" "ooa“( .
 foere Sy %y, "
55 [ & - fex HES/E(Spl
7 e Goig et RUOYASYINRNR Tt o IXASRNNR

Scientific Figure on ResearchGate. Available from:
Representation-schematique-de-la-voie-Notch-Adapte-de-Radtke-F-Schweisguth-F-Pear-W_fig3_281015711

Organoides de foie dérivés de patient ALGS RS

Syndrome d’'Alagille

*Défaut de développement des voies biliaires intra-hépatiques
*Cardiopathie congénitale

*Faciés caractéristique

*Déformation des vertébres

*Anomalie oculaire

*

Le syndrome d'Alagille (SAG) est caractérisé par une cholestase

chronique liée a une paucité des voies biliaires (diminution de la sécrétion
biliaire)

Etiologie: Le plus souvent, le syndrome est di a des mutations du
géne JAGT codant pour un ligand de la voie de signalisation Notch, ou a des
mutations de NOTCH2.

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

Haplo-insuffisance ou effet dominant-négatif?
(données contradictoires dans la littérature)
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Organoides de foie dérivés de patient ALGS B

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 aprés la naissance. Les hépatoblastes semblent
avoir un probléme a se différencier en cellules épithéliales du
systéme biliaire, causé par la modification de la voie Notch.

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

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

OLLEGE

Organoides de foie dérivés de cellules iPS et patient ALGS

2017) THoNIEaL svANCE
Human hepatic organoids for the analysis Les patients ont des mutations stop
of human genetic diseases ou de |'épissage
Ve o e i Pty 1 ot el B M s v .

b o o oy o

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

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

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

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

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




Organoides de foie dérivés de cellules iPS et patient ALGS

TRCHNIEAL ABTANCE

X (2017)
Human hepatic organoids for the analysis Les patients ont des mutations non-
of human genetic diseases sens: stop ou épissage

Quantification du nombre
d’organoides versus cystes
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C1, C2: Témoins #1 et #2

C1mu et C2m: Cellules iPS C1 et C2 mutées dans Jag1 par CRISPR-cas9

ALGS™: Cellules patient ALGS corrigées par CRISPR-cas9

ALGS™": Cellules patient ALGS traitées par CRISPR-cas9 mais pas corrigées (témoin)

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

Organoides de patient ALGS; conclusions

Syndrome d’'Alagille

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

“For the vast majority of those with other types of JAGT
mutations, our organoid results indicate that ALGS liver
disease is likely to be mediated by a dominant-negative
effector mechanism” (conclusion de I'étude).
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Organoides de patient ALGS; conclusions

Syndrome d’'Alagille

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

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

MAIS: Les différences dans les effets haplo-insuffisants chez
I'hnomme et la souris sont observées dans de nombreux cas
de syndromes génétiques, ce qui suggeére 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.
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