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Programme du cours

Perspective historique
Caractéristiques principales

Objectifs de ce cours 2019

*Ce cours a pour but général de vous familiariser avec
I'études des organoides et des embryoides, de
comprendre leur histoire matérielle et conceptuelle,
ainsi que leur origine expérimentale et de les placer
dans le contexte global de la recherche fondamentale
actuelle en embryologie et en médecine.

*L'idée est de développer ces différents aspects en
prenant comme support et comme exemples des
travaux et publications parmi les plus actuels dans ce
domaine de recherche, tout en gardant comme toile
de fond les questions de la valeur heuristique de ces
nouveaux modeles d'étude et de leurs applications
possibles pour résoudre certains des défis
d'importance qui se présentent a notre société dans
le domaine biomédical.




Programme du cours

Introduction: *Penser en trois dimensions
*Définitions et bref historique

Caractéristiques principales: *Types cellulaires
*Architecture
*Auto-organisation

Fabrication, ingénierie: *Systémes de cultures
*Origines des cellules, tissus
*Cellules souches ES et iPS

Organoides humains: *Potentiel, utilisation clinique..
Organoides: *Intestinaux
*Cérébraux ('mini-brains’)
*Hépatiques

*(Rétine ici et 13..)

Cultures d'embryons: *Blastoides
*Embryoides (ETS, ETX, humains)
*Gastruloides

Organoides
Introduction I:

Penser en trois dimensions




Le probléme: Penser en trois dimensions @

*Le développement embryonnaire est un processus
complexe qui se déroule en trois (quatre) dimensions.

*De nombreuses décisions concernant la différentiation
des cellules et la formation des tissus et des organes
(organogenése) dépendent de [‘architecture 3D de
I'embryon (signaux, intégration..).

*Ces phénoménes ne peuvent pas étre reproduits en
cultures de cellules ‘classiques’

*L'embryon mammifere lui-méme est trop complexe
pour en étudier les détails (accés, quantité,

manipulation..) (paradoxe du réductionnisme embryologique: lignées
cellulaires etc.. mais perte des architectures nécessaires a leurs développements...)

Le probléme: Penser en trois dimensions @

*Mais aussi: les cultures de cellules ‘classiques’ ne
permettent pas de criblages chimiques efficaces
(drogues, médicaments... Wang et al., 1998; Weaver et al., 2002)

*D’ou la nécessité de développer des systemes de
développement in vitro incluant une troisieme (voire
quatrieme) dimension.

‘3D culture models’ apparaissent vers la fin des années
1980 (Barcellos-Hoff et al. 1989: Petersen et al., 1992). Morceaux de
tissus isolés par digestion et cultivés en gels 3D pour
produire de pseudo-organes.

*Nécessité de développer des protocoles adéquats qui
émergent grédce aux progrés conjoints de trois
disciplines...




Organoides: A l'interface de trois disciplines
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Convergence vers la fin des années 1970, fin des années 1980

Cellules souches

In vitro %

1

In vivo

Biologie et génétique
du développement

Modified from Matthias Lutolf, EPFL

Organoides: un pont entre I'in vitro et I'in vivo

Albrecht Durer 1471-1528
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Débuts des cultures en 3D. Explants de glande mammaire m

Simian et al., 2001, Development, 128 and Fata et al., (2007) Dev. Biol. 306.

time(hrs) 24

Untreated

Méthodes Résultats

Isolation of primary mammary organoids g z fogos oo
4 ¢ yorg TGFa induces branching morphogenesis in primary mammary

ranoids cultured withi D ECM gel
The 4th inguinal mammary glands were removed from 10 to 14 weeks old ROl cuiine: winE . ik

virgin Balb/c mice and minced with two parallel razor blades (approved by the : F
Asnal Welfare snd Research Commities (AWRC) ot Lawreace Berbeley Labs: To examine mammary morpho.geflesns.‘ we developed an
animal protocol #0522). At this age the expansion of the ductal tree within the far| | OFEaNOLYPIC 3D culture system consisting of Prunesy. MRary
pad is complete and no terminal end buds exist. Minced tissue (4-8 glands) was| | Organoids (which contain both the epithelium and the
myoepithelium, but not the adipogenic stroma) within a 3D
laminin-rich extracellular matrix (3D IrECM; Matrigel). The

Débuts des cultures en 3D. Explants de glande mammaire u

Simian et al., 2001, Development, 128 and Fata et al., (2007) Dev. Biol. 306.

time(hrs) 24

Untreated

TGFa (9nM)

- *Sans traitement: Pas de morphogenése

*Traitement avec du TGFa (9nM): Déclenchement d’une

» morphogenése par bourgeonnement (similaire a la situation in vivo)

(TGFa est exprimé dans I'épithélium mammaire et agit par l'intermédiaire
des MAP Kinases ERK-1 et ERK-2)




Organoides: Une grande variété d’objets biologiques

Tissus adultes p Tissus foetaux
Intestins Glande mammaire / Lancaster et g’ezgﬁau ‘optic cup’

Eiraku et al., 2011
- -

Sato et al., 2009 Linnemann et al., 2015

Estomac
McCracken et al., 2014

Estomac
Barker, Hych etal., 2010

éveloppement précoce

Embryon humain Amnios
Warmflash et al., 2014 Shao et al., 2017

] Gastruloides
van den Brink et al., 2014

Courtesy Matthias Lutolf, EPFL

Organoides
Introduction I:

Définition et bref historique




Définition(s) actuelle(s) du mot ‘organoide’ (simian and Bissell, 201¢)

X

Dans les années 1950 et 60 le terme organoide fait allusion soit a des structures
sub-cellulaires, soit a des tumeurs soit a des agrégats cellulaires.

Ensuite:...les définitions varient selon les auteurs:

* .organoid fait allusion a des explants primaires de tissus épithéliaux ..( )..Aussi a
des clones cellulaires dérivés de cellules souches épithéliales (sans cellules
mésenchymateuses ..( ) .. ou aussi de co-cultures (épith-mésenchyme) de cellules
dérivées de cellules ES ou iPS. (Shamir and Ewald, 2014)

*..organoid..contenant plusieurs types cellulaires (Lancaster and Knoblich, 2014)

*..organoid ..une structure en 3D dérivée de cellules souches et de types cellulaires
spécifiques a un organe particulier, capable d’auto-organisation (Clevers, 2016)

*.organoid.. Un cluster de cellules en 3D dérivé soit de tissu primaire, de cellules
ES ou iPS, capable d’auto-organisation et de ‘self-renewal’” avec des fonctionnalités
similaires au tissu d’origine (Fatehullah et al. (2016)

Publications avec ‘organoides’ dans le titre (organ..)

1000+
- (PubMed. ‘Organ’) Y
800 O Organoid [tw) ’
@ Organoids [tw] v
¥ 3d cell culture
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Figure 1. Number of publications per year on organcids and 3D cell cultures according to PubMed. The number of publications per year is grophed for
the following PubMed searches: “organoids [tw]” is shown in red squares, “organoid [tw]” is shown in blue circles, and “3D cell culture” is shown in green
triangles. Figure courtesy of Neil Smith.

Simian and Bissel, JCB (2016); Figure from Neil Smith




Organoides: un bref historique (Simian and Bissell, 2016) u

1906 Harrison Haogrg drop, | Coversiy
rangngdupel St
culture method

1926 Strangeways & Fell
Tube cultures

1952 Moscona & Moscona
Dissociation and aggregation of cells from organ

rudiments of the early chick embryo
b 9:
’D
’ s
Kidnoy Cell aggregates i vitro kidney-Bke structures

1914 Thomson
Definition of cultures as "controlled® vs *uncontrolied*
when tissue organization and functionality are lost

@)
v -
Limnb rudiment Dssociated cols

1929 Fell & Robison

Watch glass method
Damp  Plasma Dissected l
4l coton chon,
kL

Les expériences montrant les capacités d'auto-organisation ou d'auto-

réorganisation sont nombreuses dans |'histoire de la biologie du développement
Par ex. J. Holtfreter (1955), A. Gierer (1972)

Organoides: un bref historique (Simian and Bissell, 2016) n

1956 Ehrmann & Gey
Reconstituted collagen from rat tails

::eun 1% NaOH U_'

Rat tall edtraction pH-35 pH 657 oo

1960-1977
Culture of different cell types on collagen | gels

Fibronectine: Glycoprotéine homodimérique de
la matrice extra-cellulaire impliquée dans
|'adhésion des cellules (migrations cellulaires).

Parmi les récepteurs a la fibronectine sont les
intégrines, capables de mécano-transduction
(effets sur le cytosquelette..).

Grid cell culture method

Explarts —|
Lens paper—
Mada —

1957 Laslargues

1973 Gahmberg & Hakomori; Ruoslahti et al.; Hynes
Discovery ol Fibronectin
NH,




Organoides: un bref historique (Simian and Bissell, 2016)

1975 Michalopoulos and Pitot

Differentiation of hepatocytes on floating collagen gels
1977 Emerman and Pitelka

Culture of differentiated mammary epithelial cells on
floating collagen gels

” y i 9 .
. h ¢ . 44

b J f

. ”

1979 Timpl et al.
Characterization of laminin

Laminine: Protéine de la matrice extracellulaire,
composant de base de la ‘basal lamina’, trés
importante pour I'adhésion, la migration et la
différenciation cellulaire (hétérotrimérique).

La basal lamina est sécrétée par les cellules
épithéliales et forme une partie de la
‘basement membrane’.

COLLEGE
DE FRANCE

Matrigel: mélange gélatineux de protéines
sécrétées par des cellules de sarcome de
souris (Engelbreth-Holm-Swarm EHS) qui
ressemble a de la matrice extra-cellulaire

|

1977 Orkin

Gel isolated from matrix
of chondrosarcomas,
EHS, known today as Matrigel

1984, 1985 Lee et al.

Basal and luminal polarity is
established when cells are on
floating collagen gels,as shown
by milk protein synthesis and
secretion into the medium.

Organoides: un bref historique (Simian and Bissell, 2016)

1987 D.M. Bissell et al,; Li et al.

Demonstration of the functional use of laminin-rich gels
10 support hepatocellular function or mammary gene
OXpression.

1991 Streuli et al.
Integrins regulate gene expression

2006 Nelson et al.

Micropattern gels provide positional cues that establish
the range of action of TGF-fi in morphogenesis vs
invasion

<

Utilisation de gels de cultures en 3D
dans des tests fonctionnels

1

1989 Barcellos-Hoff ot al. 1992 Petersen et al.

Use of a laminin-rich matrix to develop assays of
mammary esis and o distinguish between
healthy and malignant human epithelial cells.

O ) & _

Mammary opithelial colls Breast cancer cols

2001 Simian et al.

Use of 3D collagen cultures
to study the mechanisms of
mammary gland branching
morphogenesis

!

Cultures en 3D de morceaux d’organes
pour étudier leur morphogenése

COLLEGE
DE FRANCE




Organoides: un bref historique (Simian and Bissell, 2016)

A partir d'agrégats de cellules ES

A partir d'une cellule souche unique 1
2008 Eiraku et al.
Self-organized formation of polarized cortical tissues
from ESCs using 3D aggregation cultures

2009 Sato et al.
“Mini-guts®: a culture system allows growth of epithelial
organoids from a single LgrS-positive stem cell

cmms

2012 Nakano et al.

Formation of a
self-organized optic

2013 Lancaster et al.
Human brain organoids are generated from iPSCs
derived from cells from a patient with microcephaly.

-

cup structure from =
human ESCs in p-
3D culture

Suin fibeoblasts from  PSC

Healthy ce pasient donor l
l A partir d'agrégats de cellules ES humaines

A partir d'agrégats de cellules iPS humaines
dérivées de patients microcéphales

COLLEGE
DE FRANCY
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Organoides: Caractéristiques principales @

*Présence concomitante de types cellulaires
multiples, appartenant a des tissus particuliers

*Organisation spatiale de ces différents types

cellulaires

*Architecture générale de ces ébauches de tissus

Organoides: Caractéristiques principales @

Comparaison entre organoides et modeles traditionnels in vitro

Modéles traditionnels

*Composition cellulaire
généralement monotypique

*Pas ou peu d'architecture cellulaire
d’origine

*Capacité limitée a récapituler des
fonctions spécifiques au tissu

Organoides

*Coexistence de multiples types
cellulaires

*Architecture proche de celle du tissu
d’origine

*Capacités de mise en ceuvres de
fonctions spécifiques au tissu




Organoides: Caractéristiques principales
Coexistence de multiples types cellulaires

*Cellules souches (au fond des cryptes)
(assurent la maintenance de |'intestin..)

*Entérocytes
(absorption des lipides, sécrétion d’enzymes..)

*Cellules entéro-endocrines
(sécrétion des hormones de digestion ou de satiété..)

*Cellules en gobelets
(production du mucus, protection contre le microbiote..)

*Cellules de Paneth (au fond des cryptes)

(sécrétion de peptides anti-microbiens..) Les types de cellules épithéiales &

intestinales chez I'homme.

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_de_Paneth

a b c d
Lu
Sato et al., 2009, Nature

Entérocytes  Goblet cells  Paneth cells Entero-endocrine
cells

Organoides: Caractéristiques principales

Une architecture proche des systémes in vivo

Dayagj RPE _.==== * _Djxyﬂ m

"5, IRPE =

NR Lens

Formation d’une neurorétine (NR) et d’un épithélium pigmentaire (RPE)
Rétine ‘compléte’ (Y. Sasai)

Cellules souche LGR5:GFP
Formation de cryptes

Sato et al., 2009, Nature




Organoides: Caractéristiques principales

Récapitulation de la fonction du tissu initial CP: Cortcal plate

SVZ: sub-ventricular zone

Organoide de glande mammaire Organoide de cerveau humain

GFP
1:15) 230) 315 4:15) 520 720
. >
= g2 > -»> »

Lancaster et al., 2013, Nature
Mouvement des cellules souches gliales marquées GFP
[ Basalderived + P ] Live imaging/ temps: heures:minutes

{

Vimentin

p

G| Basal-derived (control)

v

]

v
<
~

Jamieson, et al., 2017, Development

3D images en microscopie confocale,

lacti Prl Lancaster et al., 2017, Nat. Biotechnol.
avec ou sans prolactine (Prl) Mouvement de neurones marqués GFP

. . Live imaging/ temps: heures:minutes
Vert: lait; rouge: F-actin

Organoides: Caractéristiques principales

Capacité d'auto-organisation: Capacité d'un systeme cellulaire qui a I'origine,
ne présente aucune trace d’organisation d’aucune sorte, de se réarranger
spatialement sous |'effets de mécanismes autonomes, émanant du systéeme
lui-méme, méme si exposé a un environnement homogeéne.

Courtesy of Andrea Manfrin and Matthias Lutolf




Organoides: Caractéristiques principales

Capacité d'auto-organisation

Stigmergy * Organ bud

Cellules souches Aggrégats

L ! .
Auto-assemblage  Auto-organisation Auto-morphogenése

* Stigmergie: mécanisme de coordination indirecte entre différents agents de I'environnement Yoshiki Sasai, 2013, Nature

Développement embryonnaire et auto-organisation m

Capacité d'auto-organisation

(1) Noemal 3)  Opeic vesiche s
induction removed; no . 7.
,:mi,,, s  indocd Inductions réciproques pendant
Heod 4 Le développement de |'oeil
(1) Optkvekle ® : (4) Thssoe other thas
antet inbace 0 & optic vesicle i
| nz«;‘rm that N |:|*phmo£. no
I,‘. is mot competent % & induction occurs
|
Trunkd
(A) (B) S (&) - : (D) Lens (E)
: y optic nner layer Lens  vesicle Lens epitheli
' o';‘i cup (p{osp«tlvc capsul ¢ Optic n e Vitreous
retina) Prospective i stalk body
cornea = Future
optic
s == nerve
g&":::yus 2 Lens Pigmented
Outer layer fibers layer of retina
Lens Neural (prospective Intraretinal Neural layer
placode ectoderm pigmented space of retina
epithelium)

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell




