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Résumé de l’épisode précédent
Auto-assemblage et auto-organisation

La fabrication des organoïdes
Origine des cellules et signaux exogènes

Cellules ES et iPS



Résumé de l’épisode précédent 

*Origine historique des cultures en 3D et étapes principales

*Organoïdes émergent par convergence de disciplines différentes

*Définitions (variables) mais quelques fondamentaux…

*…différents types cellulaires, avec une architecture et certaines
capacités fonctionnelles.

*Propriété d’auto-organisation (plusieurs niveaux) qui nous renvoie
à certains des principes essentiels de la biologie du développement

Yoshiki Sasai, 2013, Nature

Capacité d’auto-organisation

Développement embryonnaire et auto-organisation 

Inductions réciproques pendant le développement de l’oeil

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell

Cellules souches          agrégat                      morphogenèse

Yoshiki Sasai, 2013, Nature



Organoïdes: Caractéristiques principales 

Capacité d’auto-organisation

Cette capacité est connue depuis longtemps dans différents systèmes,
notamment par des expériences de réagrégation.

*Expériences de réagrégation chez les amphibiens
(Holtfreter, 1955)

*Expériences de réagrégation chez l’hydre d’eau douce
(Gierer, 1972)

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert; Figure 10.1

FIGURE 10.1 page 304

Développement de l’embryon (amphibien) 

*Le développement est un processus hétérogène, passant pas des phases  
différentes

*1) Phase de production (clivages); 2) phase d’organisation (gastrulation); 
phase; 3) phase d’organogenèse et de croissance



Les feuillets embryonnaires

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell

Derivés des trois ‘feuillets embryonnaires’ (code de couleurs universel)

Après la gastrulation:

Ecto: dehors
Endo: dedans
Méso: entre..

A l’intérieur se trouvent
les glandes et le tube
digestif (endo) entourés par
le squelette et les muscles
(meso) qui sont eux-mêmes
entourés et protégés par
une couche externe (ecto)
qui produit également le
système nerveux

Les réagrégations de Holtfreter (1955)

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell

Réagrégations de cellules de 
blastula d’amphibiens dérivées 
des trois feuillets germinatifs

Auto-assemblage?

Auto-organisation?

Auto-morphogenèse?



Organoïdes: Caractéristiques principales 

Capacité d’auto-organisation

Cette capacité est connue depuis longtemps dans différents systèmes,
notamment par des expériences de réagrégation.

*Expériences de réagrégation chez les amphibiens
(Holfreter, 1955)

*Expériences de réagrégation chez l’hydre d’eau douce
(Gierer, 1972)

L’hydre et les expériences de Gierer (1972)

L’hydre d’eau douce



épiderme

gastroderme

mésoglée
(ECM)

L’hydre d’eau douce

*Espèce très commune, dans l’eau douce
*Phase de polype seulement, pas de méduse
*50’000 à 100’000 cellules/animal
*0.5 à 2 cm de longueur

Courtesy Brigitte Galliot, Université de Genève

L’hydre d’eau douce

Otto and Campbell, 1977

En conditions de laboratoire,
les hydres se ‘reproduisent’

principalement par bourgeonnement

*24 heures du stade 2 au stade 6

*Les bourgeons sont mûrs et prêts
à se détacher après 2 jours

*Les animaux bien nourris bourgeonnent
à peu près deux fois par semaine



L’hydre d’eau douce

Courtesy Brigitte Galliot, Université de Genève

Bosch, 2007

L’hydre peut régénérer toutes les parties
de son organisme, à n’importe quel niveau

Pallas (1766; Hydre)
Serpent à sept têtes

Trembley (1744; régénération)
‘Mémoires pour servir à l'histoire d'un genre 
de polypes d'eau douce –Réaumur-
à bras en forme de cornes’

L’hydre et les expériences de Gierer (1972)

*Réagrégation des cellules après
dissociation en cellules uniques
en suspension



L’hydre et les expériences de Gierer (1972)

https://www.youtube.com/watch?v=1DGlIEISQMA

L’hydre d’eau douce

Courtesy Brigitte Galliot, Université de Genève; Vogg et al., 2019 in press

Expériences de réagrégations avec marquages des cellules (Hydres marquées)

auto-assemblage

auto-organisation       auto-morphogenèse       



Organoïdes: Caractéristiques principales 

Capacité d’auto-organisation
D’une cellule unique à une

organisation complexe

Sato et al., 2009: Clevers, 2013

Organoïdes

Fabrication des organoïdes: 

Types de cultures in vitro



Organoïdes: Origine cellulaire et production  

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

2D culture 2D culture and ECM Variables

Mammary epithelial cells

MCF-10A or
MDCK acini

Mammary organoids

Skin epithelium

Organ explant

Days to weeks 

Days

Weeks

Collagen and
fibroblasts

Keratinocytes

Primary mammary epithelium

Submerged Air–liquid interface

Supplemental ECM (optional)

• ECM composition
• ECM mechanics and rigidity
• Flow-over gradients

• Cellular input: primary tissue, 
 primary single cells or stem cells
• ECM composition
• ECM organization and rigidity
• Stromal cells
• In- or through-gel gradients
• Precise patterning 

• Stratified tissue organization
• ECM composition
• Stromal cells (in the same or separate
 compartment)
• Air–liquid interface, O2 perfusion
• Immersion or rocker culture

Matrigel

Glass or plastic 

Medium with laminin I 

Medium with laminin 

Brain slice

Membrane

a

b 2.5D culture

c 3D-embedded culture

d Mechanically supported culture

Figure 2 | The major categories of cell culture. a | Two-dimensional (2D) culture. Cells are typically cultured directly on 
a highly rigid substrate such as glass or plastic. The medium can be supplemented with extracellular matrix (ECM) proteins 
to induce a more differentiated cell state; for example, addition of laminin I will induce the differentiation of mammary 
epithelial cells. b | Two and one-half-dimensional (2.5D) culture (also known as drip culture). Cells are cultured on top of 
a|tJin� organized la[er oH '%M� and diluted '%M Rroteins 
suEJ as laminins� are Rresent in tJe medium� 6Jis Hormat is 
ideal|Hor imaging and antibod[ staining and is suHHiEient Hor eRitJelial aEinar Hormation 
Hor eZamRle� in M%(���# and 
M&%-|
Madins&arb[ Eanine Midne[� Eell lines�� ���& Eultures JaXe also been used to generate endotJelial netYorMs� 
6Je|meEJaniEal or struEtural RroRerties oH tJe '%M la[er Ean be Xaried� and miEroHluidiEs Ean be used to generate 
flow-over gradients. c | Three-dimensional (3D)-embedded culture. Cells are cultured within a gel of ECM proteins. 
%ells|are uniHorml[ eZRosed to an organized '%M and Ean HurtJer remodel and restruEture tJe '%M oXer time� Hor 
example, mammary tissue organoids will undergo branching morphogenesis in 3D Matrigel. This format requires that 
tJe|'%M solution is Eell�EomRatible botJ in liSuid and in gel Horm� and it enables tJe inEorRoration oH diHHerent '%M 
components, multicellular tissues and stromal cells. If constructed within microfluidic devices, these cultures can be 
subjected to in- or through-gel gradients. ECMs can also be precisely patterned in 3D. d | Mechanically supported culture. 
Cells, organ slices or whole organs are cultured on a tissue culture insert that is either submerged in medium or 
maintained at an air–liquid interface. Histologically realistic epithelial tissues can be constructed in stages, with initial 
assembly of keratinocytes into an epithelial cell layer on a submerged culture insert, followed by exposure of these cells to 
an air–liquid interface to induce the formation of stratified epidermis. Stromal cells can be co-cultured with the epithelial 
cells or added to a separate compartment within the culture dish to study paracrine effects without direct physical 
contact between cell types. Slices of large organs, such as the brain, can be cultured on these inserts.

REVIEWS

652 | OCTOBER 2014 | VOLUME 15  www.nature.com/reviews/molcellbio

© 2014 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved

Types principaux de cultures
Paramètres variables:

*Protéines ECM

*Composition de l’ECM
*Rigidité de l’ECM
*Gradients liquides

*Input: Cellules souches, tissue
*Composition de l’ECM
*Organisation et rigidité de l’ECM
*Cellules stromales
*Gradients intra-gels et liquides

*Organisation tissulaire stratifiée
*Composition de l’ECM
*Cellules stromales (séparées?)
*Interface air-liquide
*Culture en immersion

Cultures en 2D              Cultures 2D et ECM

Cultures en 2.5D   

Cultures en 3D   

Cultures en 3D
avec support mécanique   

Shamir and Ewald, 2014, Nat. Rev. Mol. Cell Biol.

Organoïdes: Origine cellulaire et production  

Caractéristiques physiques de l’environnement de culture

Cultures en 3D sur des
matrices de soutien

Cultures en 3D 
en suspension

Cultures ‘air-liquide’ 
en culots de cellules

ECMs naturelle Matrices
synthétiques Sans protéines

de l’ECM
Avec protéines

de l’ECM

Organoïde
intestinal

Organoïde
intestinal

Organoïde
‘neural’

Organoïde
‘optique’

Organoïde
‘mésonéphrotique’

(reins)

Organoïde
gastrique

Rossi et al., (2018) Nat. Rev. Genetics

Matrigel
etc..

Hydrogels à base de PEG (poly-éthylène glycol)
‘bio-fonctionnalisés’ avec un peptide liant l’intégrine
(dérivé de la fibronectine) et de la laminine I (qui est

nécessaire pour faire des cryptes…) 
D’autres organoïdes (poumons, colon, foie..) ne requiert pas de laminine I,

Un paramètre essentiel semblant être la densité/rigidité de l’hydrogel



Organoïdes

Secrets de fabrication: 

Origines des cellules, signaux
endogènes et exogènes

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

Organoïdes: Origine cellulaire et production  

Caractéristiques physiques de l’environnement de culture
Conditions et états cellulaires à l’initiation

Rossi et al., (2018) Nat. Rev. Genetics

Cellule unique
Population de 

cellules homogènes
Différentiation et 

génération de l’asymétrie
Interactions entre

cellules et maturation Organoïde

Auto-organisation



Rossi et al., (2018) Nat. Rev. Genetics

Organoïdes: Origine cellulaire et production  

Caractéristiques physiques de l’environnement de culture
Signaux endogènes et exogènes

Signaux endogènes
exclusivement

Autonomie du système

Signaux exogènes à l’induction
suivis par auto-organisation et

signaux endogènes

Nécessité de
signaux exogènes 

en continu  

Population
cellulaire de

départ

Induction des
types cellulaires 

nécessaires à
l’auto-

organisation

Auto-
organisation

Organoïde

Yoshiki Sasai, 2013, Nature

Organoïdes: Origine cellulaire et production  

Importance de l’environnement de culture…
….et importance des cellules de départ…

Cellules ES Sphère ectodermale
Optic cup

Auto-organisation

Tissu
cortical

Tissu de
La rétine

Tissu de
L’hypophyse



Organoïdes: Origine cellulaire et production  

Origine des cellules

Sources des cellules

Cellules souches
adultes Cellules progénitrices 

foetales

Cellules souches
Pluripotentes
(ESC et iPSC)

Organoïdes: Cellules progénitrices foetales

Exemple des organoïdes de pancréas (produits à partir de cellules fœtales)

*Différenciation cellulaire au sein du pancréas

Larsen and Grapin-Botton, 2017 



Cellules béta: protocoles de différenciation

*Différents protocoles peuvent conduire à des résultats similaires 

Curr,. Top. Dev. Biol. (2018)

Organoïdes: Cellules progénitrices foetales

Exemple des organoïdes de pancréas.

FGF2
Y-27632
B27

Milieu”Sphère” Milieu ”Organoïde”
EGF
RSPO1
FGF1
FGF10
Y-27632
KOSR

Greggio et al., Development, 2013

E10.5 pancréas Culture en Matrigel, essentielle pour le 3D 

Pdx1-nGFPPhase

Pdx1-nGFP



Organoïdes: Cellules progénitrices foetales

Exemple des organoïdes de pancréas.

3 jours

6 jours

7 jours

Pdx1-nGFP

Ce gène est muté dans des diabètes
rares, familiaux de type ‘MODY’ (Maturity

Onset Diabetes of the Young) vers 30-40 ans…

Organoïdes: Origine cellulaire et production  

Origine des cellules

Sources des cellules

Cellules souches
adultes Cellules progénitrices 

foetales

Cellules souches
Pluripotentes
(ESC et iPSC)



Organoïdes

Cellules ES et iPS: 

Origines et bref historique

Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC) 

Bref historique

Leroy C. Stevens
(1920-2015)

Laboratoire Jackson (Maine, USA)

Dans les années 1950s, Roy Stevens remarque une souris mâle de la souche 129 avec une tumeur dans le
scrotum.  Il sélectionnera cette lignée (129Sv –Ter-) qui est sensible au développement de tératomes.



Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC) 

Tératomes, tératocarcinomes.. (tumeurs ‘dysembryoplasiques’)

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

Fin des années 1970’s: Etudes des cellules souche de tératocarcinomes (ECCs)
Conditions de cultures, analyses des protéines…Normalisation au sein de 
l’embryon normal de souris… (USA, UK, puis François Jacob à Pasteur…)
Développement des technologies associées…

En parallèle, développement de l’embryologie des mammifères in vitro 
Techniques de culture etc (première IVF Louise Brown en Angleterre 1978)

Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC) 

Emergence des cellules souches embryonnaires (début 1980’s)

Souris: (1981) Evans, Kaufman and Martin

Humains: (1998)

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell



Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC) 

Emergence des cellules souches embryonnaires (début 1980’s)

Blastocyste: éclosion in vitro, sortie de la zone pellucide
Masse cellulaire interne (ICM)

Trophoblaste

Cavité du
blastocèle

Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC) 

Jouneau, Renard, 2002

Emergence des cellules souches embryonnaires

Comparaison des timings entre la souris et les humains

Hogan, Costantini, Lacy, 1986



Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC) 

Cellules souches embryonnaires (ESC) 

Les cellules souches embryonnaires sont multipotentes (mais pas ‘totipotentes’)
Elle peuvent refaire un embryon entier (mais pas de membranes extra-embryonnaire)

Tératome par injection de cellules souches ES dans les testicules

Cartilage Tissu nerveux

Epithélium intestinal Epithélium pulmonaire

Injection 
testicule

Ectoderme

Mésoderme

Endoderme



Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC) 

Emergence des cellules reprogrammées (iPS; induced pluripotent stem cells ou
‘cellules souches pluripotentes induites’) 

Cellules de souris (fibroblastes): 2006
Cellules humaines: 2007

Les cellules sont reprogrammées par l’introduction de quatre gènes connus pour 
leurs fonctions associées à l’état de ‘cellule souche’: Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc.

Neurones dopaminergiques
Produits à partir de iPS

Shinya Yamanaka
Prix Nobel 2012

Photos: Tokyo University


