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Résumé de ['épisode précédent

*Origine historique des cultures en 3D et étapes principales
*Organoides 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
a certains des principes essentiels de la biologie du développement

Auto-assemblage  Auto-organisation Auto-morphogenése
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Yoshiki Sasai, 2013, Nature

Développement embryonnaire et auto-organisation P FNeE

Capacité d'auto-organisation
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Organoides: Caractéristiques principales phmpts

Capacité d'auto-organisation

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

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

Développement de I'embryon (amphibien)

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

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

(A) (B)

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert; Figure 10.1



Les feuillets embryonnaires

Derivés des trois ‘feuillets embryonnaires’ (code de couleurs universel)
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‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell

Les réagrégations de Holtfreter (1955)

Epidermis
+
Epidermis Mesoderm mesoderm
. - +
mesoderm endoderm endoderm

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

Auto-assemblage?

Auto-organisation?

Auto-morphogenese?

Auto-organisation Auto-morphégenése

Auto-assemblage

Mesoderm
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‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell



Organoides: Caractéristiques principales

Capacité d'auto-organisation

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

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

L'hydre et les expériences de Gierer (1972)

L'hydre d’eau douce
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L’hydre d’eau douce

Bilateria
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*Espéce trées commune, dans |'eau douce

*Phase de polype seulement, pas de méduse
*50'000 a 100000 cellules/animal

*0.5 a 2 cm de longueur

L’hydre d’eau douce

En conditions de laboratoire,
les hydres se ‘reproduisent’
principalement par bourgeonnement

*24 heures du stade 2 au stade 6

*Les bourgeons sont mdrs et préts
a se détacher aprés 2 jours

*Les animaux bien nourris bourgeonnent
a peu pres deux fois par semaine

Courtesy Brigitte Galliot, Université de Genéve
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L’hydre d’eau douce

- N\ L'hydre peut régénérer toutes les parties

P72 1 de son organisme, a n'importe quel niveau
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Intact Ohpa 10hpa 20hpa 32hpa 48hpa 56hpa 3dpa 4 dpa

Courtesy Brigitte Galliot, Université de Genéve

Vi s . . COLLEGE
L'hydre et les expériences de Gierer (1972) BEAGE
Regeneration of Hydra from
Reaggregated Cells
A. GIERER, S. BERKING, H. BODE®*, C. N. DAVID,

K. FLICK, G. HANSMANN, H. SCHALLER & Ce"

E. TRENKNER " Suspension
Dissociation

NATURE NEW BIOLOGY VOL. 239 SEPTEMBER 27 1972 Of tiSSUes

*Réagrégation des cellules apres
dissociation en cellules uniques
en suspension




L'hydre et les expériences de Gierer (1972)

Regeneration of Hydra from
Reaggregated Cells

A. GIERER, S. BERKING, H. BODE*, C. N. DAVID,
K. FLICK, G. HANSMANN, H. SCHALLER &
E. TRENKNER

Max-Planck-Institet [6r Viraforschung, 74 Tobingeo, Spemanmerasse 3

NATURE NEW BIOLOGY VOL. 239 SEPTEMBER 27 1972

L’hydre d’eau douce

Expériences de réagrégations avec marquages des cellules (Hydres marquées)

AEP actin.eGFP AEP actin:RFP-Wnt3:eGFP
(ecto-GFP) (endo-RFP)

+ Dissociation_ Reaggregation

auto-assemblage

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



Organoides: Caractéristiques principales i

Capacité d'auto-organisation

D’une cellule unique a une
organisation complexe

Sato et al., 2009: Clevers, 2013

Organoides
Fabrication des organoides:

Types de cultures in vitro




oo . . . . COLLEGE
Organoides: Origine cellulaire et production sErs
Types principaux de cultures

. . Cultures en 2D Cultures 2D et ECM
Parameétres variables:
Medium with laminin |
*Protéines ECM
000000000000000
[Glass or plastic Mammary epithelial cells
Cultures en 2.5D
*Composition de 'ECM Mediomwith laminn | D2 toweeks
*Rigidité de I'ECM S | —
*Gradients liquides
MDCK i
*Input: Cellules souches, tissue Cultures en 3D
*Composition de 'ECM 5
*Organisation et rigidité de 'ECM =
*Cellules stromales =
*Gradients intra-gels et liquides . L
Primary mammary epithelium Mammary organoids
Cultures en 3D
avec Supi)b(zzcger?ecan!_lque "_\A:;litjid mrerface/—"
*Organisation tissulaire stratifiée v Weeks
*Composition de I'ECM oo EELERT
*Cellules stromales (séparées?) —_—
*Interface air-liquide [Collagen and [Skin epithelium
*Culture en immersion fbroblasts
<'" _ Membrane
Shamir and Ewald, 2014, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. Braim shice Organ explant
oo . . . . COLLEGE
Organoides: Origine cellulaire et production pirg

Caractéristiques physiques de I'environnement de culture

Cultures en 3D sur des
matrices de soutien

Matrices

ECMs naturelle

synthétiques

Sans protéines

Cultures en 3D
en suspension

Cultures "air-liquide’
en culots de cellules

Avec protéines

de 'ECM de 'ECM
{
S, v
-
Organoide  Organoide Organoide Organoide Organoide ) Org’ano‘l‘dg
intestinal gastrique intestinal ‘neural’ ‘optique’ mésonéphrotique
(reins)
A v
Hydrogels a base de PEG (poly-éthyléne glycol)
Matrigel ‘bio-fonctionnalisés’ avec un peptide liant I'intégrine

etc..

(dérivé de la fibronectine) et de la laminine | (qui est
nécessaire pour faire des cryptes...)

D’autres organoides (poumons, colon, foie..) ne requiert pas de laminine |,
Un parametre essentiel semblant étre la densité/rigidité de I'hydrogel

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



Organoides
Secrets de fabrication:

Origines des cellules, signaux
endogénes et exogeénes

Organoides: Origine cellulaire et production SERNEE

Origine des cellules

Sources des cellules

o Cellules souches
Cellules souches | |Cellules progénitrices pluripotentes

adultes foetales (ESC et iPSC)




Organoides: Origine cellulaire et production

Origine des cellules

1
Intestinal organoids |
Mammary Gland organoids | Tumoroids

Stades 1

adultes Foetal |
creatic organoids |
|
O 2 !
1
,@ I
o T |
Optic Cup organoids |
Cerebral organoids I

Gastric organoids
|
|
|
|
Stades

Gastruloids |

embryonnaires

Cellules souches Cellules foetales Cellules souches I Cellules
Pluripotentes (ESC, iPSC) progénitrices adultes I cancéreuses

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

.o . . . . COLLEGE
Organoides: Origine cellulaire et production
Caractéristiques physiques de I"environnement de culture
Conditions et états cellulaires a l'initiation

Auto-organisation
Population de | Différentiation et Interactions entre | .
Cellule unique ——p cellules homogénes ——p génération de I'asymétrie —_— cellules et maturation —_— Organoide

e
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»
Starting from a single cell (intestinal organoids from ASCs)

&
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&

Starting from a homogeneous cell aggregate (optic cup organoids)

Starting from co-culture of different cell types
(liver organoids from PSCs)

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



Organoides: Origine cellulaire et production
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Caractéristiques physiques de |'environnement de culture
Signaux endogénes et exogenes
Signaux endogénes Signaux exogenes a |'induction Nécessité de
exclusivement suivis par auto-organisation et signaux exogeénes
Autonomie du systéme signaux endogénes
Mouse PSCs

en continu
Population

: oaba hPSCs hPSC;derived definitive endoderm
i @ounoEneg 000000000

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

Organoides: Origine cellulaire et production
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Importance de I'environnement de culture...
....et importance des cellules de départ...
i Auto-organisation
Cortical differentiation X
Tissu
cortical
Tissu de
) La rétine
Cellules ES Sphér
Optic cup
Tissu de
L'hypophyse
Oral
ectoderm

Hypothalamus

Rathke's pouch

Yoshiki Sasai, 2013, Nature



Organoides: Origine cellulaire et production Erps

Origine des cellules

Sources des cellules

T T

/ \ Cellules souches

Cellules souches e
Cellules progénitrices Pluripotentes

N\

adultes f |
\ oetales / (ESC et iPSC)
\/
Organoides: Cellules progénitrices foetales BORNEE

Exemple des organoides de pancréas (produits a partir de cellules foetales)

*Différenciation cellulaire au sein du pancréas
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Larsen and Grapin-Botton, 2017



Cellules béta: protocoles de différenciation

*Différents protocoles peuvent conduire a des résultats similaires

Stage1 Stage 2 Stage 3 Stage 4 Stage 5 Stage 6 Stage 7
hPSC Definitive Primitive Posterior Pancreatic Endocrine Immature Maturing
endoderm gut tube foregut endoderm precursors B cells P cells
6—06—-6—-06—-06—6—0—@
ocT4 SOX17 FOXA2 PDX1 PDX1 PDX1 PDX1 POX1
NANOG FOXA2 HNF1B ONECUT1 NKX6.1 NKX6.1 NKX6.1 NKX6.1
SOX2 CXCR4 MNX1 SOX9 NEUROG3 NEUROD1 NEUROD1
SOX9 NEUROD1 INS MAFA
INS
Rezania et al. GDF8 FGF7 RA (low) LDN
(2014) MCX-928 Vitamin C SANT1 ALKS inh Il
@349 @4 LON 3
ALKS inh I ¥ sec inh XX
T3 (7-154)
Recapitulating and Deciphering L)
Human Pancreas Pevelopment I Planar culture Air-liquid interface culture
From Human Pluripotent Stem
Cells in a Dish Pagliuca et al, Activin A FGF7
e 2 (2014) CHIR-99021 (34d)
Maja BK. Petersen*’~, Carla A.C. Gongalves*~, Yung Hae Kim*"', (34d)
Anne Grapin-Botton*"'
Curr,. Top. Dev. Biol. (2018)
I 3D suspension culture
Russ et al. WNT3A  TGFpIIV
(2015) Activin A FGF7
(29) @39
[ 3D suspension culture

Organoides: Cellules progénitrices foetales

Exemple des organoides de pancréas.

E10.5 pancréas

Culture en Matrigel, essentielle pour le 3D

Milieu”Sphere”

FGF2
Y-27632
B27

Pdx1-nGFP

EGF
RSPO1
FGF1
FGF10
Y-27632
KOSR

Pdx1-nGFP

Greggio et al., Development, 2013



Organoides: Cellules progénitrices foetales A

Exemple des organoides de pancréas. Pdx1-nGEP

Ce geéne est muté dans des diabétes
3 jOUI’S rares, familiaux de type ‘'MODY’ (Maturity
Onset Diabetes of the Young) vers 30-40 ans...

Organoides: Origine cellulaire et production

Origine des cellules

Sources des cellules

Cellules souches Cellul L Celluloes souche
adultes ellules progénitrices Pluripotentes

foetales (ESC et iPSC)




Organoides
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 male de la souche 129 avec une tumeur dans le
scrotum. |l sélectionnera cette lignée (129Sv —Ter-) qui est sensible au développement de tératomes.
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COLLEGE

Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC)

Tératomes, tératocarcinomes.. (tumeurs ‘dysembryoplasiques’)

ttps.*%}.w&i%led]a.orwn i/ Tératome
Fin des années 1970's: Etudes des cellules souche de tératocarcinomes (ECCs)
Conditions de cultures, analyses des protéines...Normalisation au sein de
I'embryon normal de souris... (USA, UK, puis Francois Jacob a Pasteur...)
Développement des technologies associées...

En parallele, développement de I'embryologie des mammiféres in vitro
Techniques de culture etc (premiere IVF Louise Brown en Angleterre 1978)

COLLEGE

Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC)

Emergence des cellules souches embryonnaires (début 1980’s)
Souris: (1981) Evans, Kaufman and Martin

Humains: (1998)
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‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell



Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC)

DE FRANCE

Emergence des cellules souches embryonnaires (début 1980’s)

Blastocyste: éclosion in vitro, sortie de la zone pellucide

Masse cellulaire interne (ICM)

Trophoblaste

Cavité du
blastocéle

Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC)

DE FRANCE

Emergence des cellules souches embryonnaires

Comparaison des timings entre la souris et les humains

SOURIS

Péniode de clivage Morula Blastocyste tclosion

Implantation

"
Fécondation Mise en route Compaction A
du génome

d 4
°
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‘. - L/
. A i 2 2
oh 24h 48h T2h 96h 4-5 5
n ” b M
HOMME Période de clivage Morula Blastocyste Eclosion Implantation
fécondation Mise en route Compaction
du génome
< .
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oh 24h 48h 20 96h )5
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Masse cellulaire

Figure 2. Le début du développement embryoanaire et l'origine des cellules embryonnaires interne

souches (cellules £5) chex la souris et chez I'homme. Epiblaste ——— Cellules
&

Hypoblaste

Endoderme
Trophoectoderme primitif

Jouneau, Renard, 2002

Hogan, Costantini, Lacy, 1986




Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC)
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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 eux

Tissu nervi
Vo=

Ectoderme

hES cells

MésodermeL

Endoderme

Hislology of Teratoma \

Recognizable by HE staining

Random differentiation into
three germ-layer derivatives

4

Self-formation of local structures
with characteristic morphology

in the absence of
\ centralized instructions J




Cellules souches embryonnaires (ESC, iPSC) BApNEE

Emergence des cellules reprogrammeées (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 genes connus pour
leurs fonctions associées a |'état de ‘cellule souche’: Oct4, Sox2, Klt4 et c-Myc.

Shinya Yamanaka Neurones dopaminergiques
Prix Nobel 2012 Produits a partir de iPS

Photos: Tokyo University



