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NOUVELLE
1

Une banque d’organoides
pour aider les enfants atteints
d’un cancer du rein

Séverine Grinberg!, Isaure Rous!, Jérome Cartry?

> Depuis les premieres études du cancer
chez I’enfant, qui datent de la deuxieme
moitié du xix®siécle, de multiples sous-
types de cancers ont été mis en évidence,
conduisant a "élaboration de stratégies
thérapeutiques variées. Malgré un taux de
guérison en considérable augmentation
ces derniéres décennies, les différents
cancers pédiatriques restent la deuxieme
cause de mortalité chez I'enfant de plus
de un an en France, apres les accidents
[1]L. Parmi les différents types de can-
cers de I’enfant, le cancer du rein est un
des plus prépondérants, représentant 7 %
des tumeurs infantiles. On distingue plu-
sieurs types de tumeurs, qui présentent
des profils génétiques, histologiques et
d’agressivité trés variés. Les tumeurs de
Wilms représentent 90 % des tumeurs
rénales infantiles. Parmi les 10 % res-
tants, on trouve les tumeurs rhabdoides
malignes (MRTK), les carcinomes des cel-
lules rénales (RCC), et de nombreux sous-
types cancéreux a I'incidence tres faible.
Le probleme majeur de ces cancers est
qu’il n’existe que tres peu de modéles
expérimentaux permettant de représen-
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ter leur diversité génétique et phénoty-
pique. Les quelques modéles murins de
cancers du rein infantiles sont rarement
aussi complexes et hétérogénes que les
cancers humains, ce qui peut conduire a
des résultats biaisés. La recherche et la
découverte d’innovations thérapeutiques
sont donc considérablement ralenties.
Pour répondre a ces défis, I’équipe de
Jarno Drost, dans 'unité de recherche
dirigée par Hans Clevers (Institut Oncode,
Pays-Bas), a travaillé sur la mise en place
d’une banque d’organoides a partir de
tissus tumoraux et sains issus de biopsies
et de chirurgies rénales [2].

€tablissement d’une banque
d’organoides dérivés de tumeurs

du rein de jeunes patients

Les organoides sont des structures cel-
lulaires tridimensionnelles qui repro-
duisent les caractéristiques des tissus
dont les cellules sont originaires. IIs
conservent de fagon stable les carac-
téristiques phénotypiques et génétiques
des tissus parentaux, qu’ils soient sains
ou pathologiques [3]. Une fois formés,
les organoides peuvent étre conservés et
multipliés en laboratoire, ce qui permet
de mener des expérimentations tres

14. Yang ASP, 0’Neill MT, Jennison C, et al. Cell traversal
activity is important for plasmodium falciparum liver
infection in humanized mice. Cell Rep 2017 ; 18 : 3105-
16.

15. Aliprandini €, Tavares J, Panatieri RH, et al. Cytotoxic
anti-circumsporozoite antibodies target malaria
sporozoites in the host skin. Nat Microbiol 2018 ; 3 :
1224-33.

16. Burton DR, Hangartner L. Broadly neutralizing
antibodies to hiv and their role in vaccine design. Annu
Rev Immunol 2016 ; 34 : 635-59.

Master 2 Immunologie Translationnelle et
Biothérapies (ITB), Parcours Immunologie,
Mention BMC, Sorbonne Université, Paris,
France.

%Inserm U1279, Collective Invasion (Fanny
Jaulin), Institut Gustave Roussy, France.
severinegrinberg@orange.fr

rousisaure@gmail.com

jerome.cartry@gustaveroussy.fr

exhaustives. Un autre de leurs avan-
tages majeurs est leur résistance a la
cryo-préservation. Il est donc possible
de les conserver et de les échanger entre
laboratoires. Depuis le début des années
2010 et le travail pionnier de I’équipe de
Hans Clevers sur les organoides intesti-
naux, le nombre de tissus pour lesquels
des banques d’organoides ont été géné-
rées ne cesse d’augmenter (=¥).

€n 2020, I’équipe de Jarno Drost a déve-

|0Ppé un proto- (=) Voir la série

cole permettant (encours)
de constituer une «Organoides, m/s
2019-2021

banque d’orga-
noides a partir de prélévements tumo-
raux issus de jeunes patients atteints
d’un cancer du rein [3]. Les échantil-
lons tumoraux ont été récupérés, soit
par biopsie, soit a partir de la piece
opératoire des patients opérés pour des
néphrectomies. Les contrdles (tissu sain)
provenaient de piéce en périphérie, non
tumorales. Dans cette étude, les échan-
tillons tumoraux ont été soumis a une
digestion mécanique et enzymatique pour
isoler les cellules cancéreuses. Afin de
limiter I"anoikose, une forme spécifique
d’apoptose induite par la séparation des
cellules et due a un défaut d’interac-

811


https://doi.org/10.1051/medsci/2021126

812

Génération in vitro des organoides I

| Prélévement des tissus

Médecine personnalisée

-

Crible de molécules

Recherche fondamentale

Applications en médecine —l

Expression génique

Figure 1. Formation et caractérisation d’une banque d’organoides de tissus rénaux et potentielles utilisations en médecine. Les organoides sont

générés in vitro a partir du tissu tumoral prélevé sur des patients atteints d’un cancer du rein pédiatrique, puis caractérisés sur les plans phéno-

typique et génétique. Cette caractérisation permet d’analyser leur degré de similarité par rapport a la tumeur d’origine et leur représentativité de

I’hétérogénéité tumorale des cancers du rein pédiatriques. Les organoides sont des modeles expérimentaux attractifs pour la recherche fonda-

mentale, I"élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques (crible de médicaments) et pour développer des approches de médecine personna-

lisée (figure réalisée grace a la banque d’images Smartservier https://smart.servier.com).

tion entre les cellules et les protéines de
la matrice extracellulaire, un inhibiteur
de la kinase associée a Rho (ROCK) a
été utilisé. Son efficacité a été démon-
trée sur des cultures de cellules souches
embryonnaires humaines et dans des
conditions de stress. Il a été utilisé dans
I’étude pour augmenter la survie des cel-
lules rénales obtenues apres dissociation
des tissus tumoraux et sains [4].

Les cellules cancéreuses isolées ont été
mises en culture dans un gel qui mime
I’environnement extracellulaire des cel-
lules ; cellules et gel sont ensuite recou-
verts d’un milieu nutritif. Les premiers
organoides ont été observés a partir du
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septieme jour. |Is sont amplifiés tous les 10
a 14 jours. Les taux d’expansion varient en
fonction des types de tumeurs. €n suivant
ce protocole, 54 organoides tumoraux
et 47 organoides de tissus sains corres-
pondants ont été obtenus. Cette banque
d’organoides, la premiére concernant des
tumeurs pédiatriques, couvre un large
spectre de tumeurs rénales infantiles.

Caractéristiques phénotypiques

et génétiques des organoides

Afin de vérifier que les organoides géné-
rés peuvent étre utilisés dans I’étude
des cancers du rein pédiatriques, ceux-
ci ont été comparés a leur tumeur d’ori-

gine d’un point de vue phénotypique et
génétique (Figure 1).

L'analyse histologique des organoides
par coloration a I’hématoxyline/éosine
a révélé des caractéristiques histolo-
giques identiques a celles des tissus
tumoraux dont ils dérivent. €n effet, les
trois types cellulaires attendus, cellules
épithéliales, stromales et blastemales
[5], sont retrouvés.

Par imagerie en trois dimensions @ haute
résolution, utilisant des rapporteurs
fluorescents combinés a des marquages
par des anticorps spécifiques, réalisée
sur deux lignées d’organoides dérivés de
cellules tumorales, les chercheurs ont



mis en évidence, au sein de ces orga-
noides, la méme architecture cellulaire
que celle présente dans les tumeurs.
Cela confirme la ressemblance phénoty-
pique des organoides de type Wilms avec
les tumeurs « parentales ».

Pour confirmer le fait que les organoides
générés constituent d’excellents avatars
de la tumeur d’origine, les chercheurs ont
réalisé un séquencage en cellules uniques
de I’ARN. Ils ont ainsi mis en évidence une
ségrégation des différents organoides
en fonction de leur appartenance au
tissu d’origine. Ces différents résultats
confirment donc le maintien au sein des
organoides des caractéristiques phénoty-
piques et des profils d’expression génique
de la tumeur d’origine. Les auteurs ont
également observé I’expression, au sein
des organoides tumoraux, de marqueurs
spécifiques de certains types cellulaires
présents au sein des tumeurs de type
Wilms, & savoir EPCAM (epithelial cell
adhesion molecule) pour les cellules épi-
théliales, le collagene pour les cellules
stromales, et une combinaison de ces
marqueurs et de marqueurs de type pro-
géniteurs pour les cellules blastomales
[5]. Toutes ces données confirment que
les organoides obtenus a partir de cel-
lules tumorales dérivées de tumeurs de
Wilms sont phénotypiquement proches
de ces tumeurs. Les organoides de types
MRTK et RCC étudiés a 'aide de différents
marquages cellulaires montrent égale-
ment des caractéristiques similaires aux
tissus « parentaux ».

Les tumeurs de type Wilms possédent
un fond génétique treés varié [6]. Afin
d’analyser la diversité des mutations
et des altérations géniques présentes
dans les organoides de type Wilms, un
séquencage entier du génome (WGS pour
whole genome sequencing) de ces orga-
noides tumoraux a été réalisé et les
résultats obtenus ont été comparés a
ceux des organoides des tissus sains
correspondants. Plusieurs mutations
ont été identifiées au sein des orga-
noides tumoraux : des gains et pertes
de portions chromosomiques ainsi que
d’autres modifications fréquemment
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retrouvées dans les tumeurs de type
Wilms, notamment la mutation de WT1
(Wilms tumor 1), premier géne impli-
qué dans la tumorigenése [7]. D’autres
mutations touchant les genes oncogé-
niques typiques des tumeurs de type
Wilms ont également été trouvées au sein
des organoides tumoraux (& la différence
des organoides issus de tissus sains),
ce qui souligne leur caractére patho-
logique. Les mutations retrouvées par
WGS ont ensuite été comparées a celles
correspondant aux tumeurs pédiatriques
du rein au sein de la base de données
COSMIC (catalogue of somatic muta-
tions in cancer)? qui recense les alté-
rations génomiques d’un grand nombre
de tumeurs. Cette comparaison a permis
de confirmer que les mutations obser-
vées au sein des organoides tumoraux
représentent un large panel des signa-
tures typiques des tumeurs de Wilms, des
tumeurs MRTK et RCC.

Enfin, les auteurs ont observé que les orga-
noides de type Wilms présentent plusieurs
mécanismes pour maintenir leur poten-
tiel de réplication, notamment, comme
les tumeurs in vivo, une surexpression
d’IGF2 (insulin growth factor 2) [8], ce qui
confirme la similarité des organoides et des
tissus tumoraux. Les profils épigénétiques,
analysés via I’étude de la méthylation de
I’ADN, sont également conservés.

Utilisation des banques d’organoides
La banque d’organoides de tumeurs du
rein construite par Jarno Dorst est donc
représentative de I’hétérogénéité des
types de cancer du rein chez I'enfant. €lle
peut étre utilisée en recherche fonda-
mentale et pour des études précliniques,
comme pour le développement de trai-
tements moins toxiques, en comparant
les effets de médicaments candidats sur
les organoides tumoraux et ceux issus de
tissus sains, le but de ces expériences de
criblage étant d’obtenir des molécules
actives sur les cellules tumorales sans
€tre toxiques pour les tissus sains.

% https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

D’un point de vue plus fondamental, la
banque d’organoides peut permettre
de mieux comprendre le cancer du rein
pédiatrique et d’étudier les mécanismes
mutationnels a I'origine de la tumori-
genése. Plusieurs types de cancers sont,
par ailleurs, liés a des infections. Les
organoides pourraient étre mis en pré-
sence de pathogenes pour étudier leur
I"impact sur le processus de tumorige-
neése [3].

Il est également possible d’utiliser les
organoides en médecine personnalisée.
Pour chaque jeune patient souffrant d’un
cancer du rein, les organoides tumoraux
correspondants pourraient étre générés
afin d’étudier in vitro I’effet d’un panel
de médicaments candidats qui pourraient
par la suite lui étre administrés.

A I'avenir, cette technique pourrait étre
améliorée par I’inclusion de cellules
immunitaires, qui constituent une com-
posante majeure du microenvironnement
tumoral et qui représentent donc une
cible pour le développement de nouvelles
thérapies [9]. ¢
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