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1 I Qu’est-ce qu’un organoide

L’architecte des organoides
Pr Hans Clevers

Une seule cellule souche intestinale adulte exprimant le

« Structure 3D dérivée de cellules récepteur LGR5 est capable de régeénérer un épithélium

souches pluripotentes ou multipotentes, intestinal complet avec cryptes et villosités.
de cellules progénitrices qui s’auto-

renouvellent et s’auto-organisent grace
a des interactions cell
cellules-matrice

ertai
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Cette découverte a conduit au développement de la culture d'organoides puis de tumoroides en 2011



2 I Qu’est-ce qu’un tumoroide

Le batisseur des tumoroides
Pr Hans Clevers

Structure 3D produite a partir de cellules
tumorales prélevées chez un patient.

Les tumeurs et les tumoroides ont une
histologie et une génétique c
présentent une évoluti

Normal

@Driehuis et al., 2020, DOI: 10.1038/s41596-020-0379-4

Les organoides dérivés de patients ayant un cancer téte et cou sont développés depuis 2018



3 | Comment produire un tumoroide

Cellules isolées ou en petits amas
Dissociation enzymatique Elimination des amas >70-100 pym par filtration

CNCONCY

|

Dissociation mécanique

e efefef
(fefef{1{ef oo

o

Culot cellulaire incorporé en hydrogel décellularisé
(laminine et collagéne 1V) +/- facteurs de croissance
Polymérisation en goutte inversée

-

Caractérisation (histologie, séquengage)

Croissance
10-90% réussite

Expension

Milieux de culture
R-spondin (LGRS substrate)
Noggin (BMP inhibitor)
EGF, FGF2, FGF10, PGE2
Y27632 (ROCK inhibitor),
CHIR990214 (GSK3 inhibitor)
A83 (ALK4/5 inhibitor)...

Cryopréservation
Biobanking

Wl
p16 (HPV)
nutlin-3a (mut p53) -
E CKpan/5/6

p40 (ANP63), p63, p53
@Driehuis et al., 2019, DOI: 10.1158/2159-8290 et 2020, DOI: 10.1038/s41596-020-0379-4



4 | Réglementation en matiere d’organoide

L'établissement d’un tumoroide est un travail collaboratif et coordonné

Consentement Accord de transfert de matériel Autorisation de préparation et de
libre et éclairé du patient Centre de ressource biologique conservation d’échantillons humains
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5 | Utilisation des tumoroides en oncologie

Gene Editing Biobanque de tumoroides (ex : RIBBON)

CETEC HPV+/- (n=65) /

[ Oral Cavity [ Salivary glands
[ Oropharynx [ Nasal Cavity

[ Hypopharynx 3 Unknown Primary
[ Larynx

@Millen et al., 2023, DOI: 10.1016/j.medJ.2023.04.003

@Wang et al., 2022, DOI: 10.3389/0nc.2022.855996



6 | Recherche fondamentale en oncologie

Moderate Severe Carcinoma Invasive
Dysplasi Dysplasi In Situ Carcinoma Metastasis

Normal Hyperplasia

E E-cadherin

. N oidy
Carcinogenese ity or Aneo® CrereSoR1

i \nsta® VEGF (R)s, PDGF(R)

= Gene ) FGF(R), TGFe/B(R)

Interleukin-8(R}
LOH: 8p, 11q, 13q, 14 MMPs
LOH: 3p14, 9p71, 17p13 Lol 8a k7100
EGFR, p53,Rb, p65, COX-2, p16, eyelin D1, PTEN =

Identification d’un suppresseur de tumeur (editing, tests fonctionnels et signalisation)

miR-ctrl

miR-30a-3p

@Conrad et al., 2023, DOI: 10.3390/ijms241311178 et @Haddad et al., 2008, DOI: 10.1056/NEJMra0707975



7

Recherche fondamentale en oncologie

Identification d’une nouvelle voie de sensibilisation des tumeurs résistantes au CTX avec repositionnement de la metformine
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@Jehl et al., 2023, DOI: 10.3390/cells 12050733



Impact de ’hypoxie tumorale sur la croissance

Normoxia Hypoxia

Cell nb: 521 Cell nb: 1019
% Ki67: 31.5% . % Ki67: 11%

(©Thermo HCS 2023)
31/47



Impact de Uhypoxie tumorale sur Uexpression de marqueurs

Hypoxia
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8 | Drug screening et drug discovery

e aucunethérapie ciblée n’est autorisée pour les CETEC sauf le cetuximab et les immunothérapies

* les altérations génétiques des CETEC se retrouvent dans d'autres types de tumeurs pour lesquelles
des thérapies ciblées sontapprouvés : alpelisib (un inhibiteur de PIK3CA)

O~ NMOITMNOTTOMTTONNDONMNNMNODDANT IO OO
BRI inhibiteun) — R PR R EEEEEE NN NN PP PR R AR
p53wt  Nutlin-3 i
mTOR Everolimus | -
PARP  Niraparib ” 0 Dsensitive
PIKSCA Alpelisib L]
FGFR  AZD4547

PRMT5 EPZ015666
NRAS Tipifarnib

» plateforme de screening pour U'évaluation de thérapies nouvelles déja autorisées dans d’autres cancers

@Millen et al., 2023, DOI: 10.1016/j.medJ.2023.04.003



O | ldentification et de validation d’'un biomarqueur

e études pré-cliniques ont identifié la mutation PIKBCA comme biomarqueur de la réponse a l'alpelisib
e essais cliniques montrent une réponse hétérogene au traitement
* remise en question de la puissance de ce biomarqueur

mutation status:

Z score AUC:
resistant

PIKSCAMT Y/N

Alpelisib sens.

sensitive

» aucune corrélation entre la sensibilité a Ualpelisib et la mutation PIK3CA

> hétérogénéité de réponse liée au contexte génétique spécifique du patient
dont il fait tenir compte lors de la validation des biomarqueurs

@Millen et al., 2023, DOI: 10.1016/j.medJ.2023.04.003



10 | Médecine de précision : prédire la rechute selon la réponse thérapeutique
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» corrélation entre la sensibilité a la radiothérapie adjuvante et la probabilité de rechute

@Millen et al., 2023, DOI: 10.1016/j.medJ.2023.04.003



11 | Médecine de précision : prédire les effets de combinaison thérapeutique
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» corrélation entre Ueffet radio-protecteur du cetuximab et une survie inférieure des patients traités par cetuximab + RT

@Millen et al., 2023, DOI: 10.1016/j.medJ).2023.04.003 and @Driehuis et al., 2019, DOI:10.1158/2159-8290.CD-18-1522



12 | Challenges

Improve the
representativeness of the
biological material collected

®= Choice of sampling area

Implementation of accelerated * Choice of sampling time

protocols

Implementation of high-
throughput processes

= Choice of culture method

*  Miniaturization Production and culture

* Microfluidic (organoid- Treatment and analysis

on-a-chip, microwell
culture)

Histological characterization
(multiplexing)

Increase establishment rates, / PDTO enrichment and
standardize protocols cha"enges complexification

for the introduction
| of PDTO use
in clinical practice

* Optimize and standardize

Immune cells
culture protocols

. Cancer-associated-
fibroblast

= Control the quantity and
quality of cells present
in the sample

@ Thorel et al., 2024, DOI:10.1038/s12276-024-01272-5



