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CANCERS ORL : UN BESOIN CRITIQUE DE NOUVEAUX MODELES

Pourquoi développons-nous des biobanques de tumoroides ?

1. UN FARDEAU IMPORTANT 2. UNE MORTALITE ELEVEE 3. ABSENCE DE BIOMARQUEURS 4. PAS DE THERAPIE PERSONNALISEE
PREDICTIFS VALIDES

Les cancers ORL

£ > 350 000 décés /an

Souvent diagnostiqués
a un stade avancé

Impact majeur sur la qualité
de vie (parole, déglutition,
respiration, apparence)

representent
/,)
'w" > 600 000 nouveaux
\, cas / an dans le monde

Taux de survie globale a 5 ans
(stades avancés llI-IV)

50%

I :

prédictifs robustes
pour la réponse

35% .
30% aux traitements

« Pas de biomarqueurs

. | @ + Difficulté a identifier
les patients qui
Cavité orale Oropharynx Hypopharynx  Larynx bénéficieront de
certaines thérapies

Malgré les progrés thérapeutiques,
le pronostic reste sombre pour une
grande partie des patients.
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importante

+ Hétérogénéité tumorale

m > 5 i

Traitement standard pour tous
(chirurgie, radio, chimio)

Réponses variables
Toxicités importantes
Options limitées en cas d'échec

@ NOTRE OBJECTIF

et proposer a chaque patient le traitement le plus efficace, avec le moins de toxicité.
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5. POURQUOI DEVELOPPONS-NOUS DES BIOBANQUES DE TUMOROIDES ?
UN MANQUE CRITIQUE DE MODELES PERTINENTS LES TUMOROIDES : UNE BIOBANQUE DE TUMO_RO‘I'DES :
p UN MODELE AVANCE UNE RESSOURCE STRATEGIQUE
e Porr— (G‘ . : 1
?0 =) o/ o % \.\"\ i - | = { ! / @ @\ { E. d
(@@ M 3 o
N Tl wmmn P’ ~—= N
;ﬂ_ v/ Préservent I'architecture et I'heterogenexte tumorale g
e MODELES ANIMAUX DONNEES PATIENTS +/ Dérivés de patients (reflétent la biologie réelle) Collection Plateforme Test de Vers une
X X X  Cultivables 3 long terme annotée et pour la recherche sensibilité aux médecine
Perte de l'architecture Couteux, longs a développer, Echantillons limités, - == standardisée fondamentale et thérapies pour de précision
e s 2 < g ; v/ Adaptés au criblage de médicaments S x ¢
et de I'hétérogénéité différences inter-espéces,  pas de modéle fonctionnel ) ) de tumoroides translationnelle chaque patient en ORL
tumorale prédictivité limitée pour tester des thérapies | +/ Permettent des approches de médecine personnalisée ORL
. J
Mieux comprendre les cancers ORL, identifier de nouvelles cibles thérapeutiques POUR DE MEILLEURS

RESULTATS. POUR CHAQUE PATIENT.



Banque d’organoides tumoraux dérivés de patients

@Martin (unpublished)
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20 lignées tumoroides HPV-

11

66.67% Oral cavity
16.67% Pharynx
11.11% Larynx
5.56% Oropharynx

Grade

6.67% T1INO
6.67% T2NO
6.67% T2N1-3
6.67% T2N1-3R
13.33% T3NOR
6.67% T4NO
13.33% T4NOR
33.33% T4N1-3MO
6.67% T4N1-3R
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Production d’organoides tumoraux deérives de patients

Tumoroide Tumeur

Cellules isolées ou en petits amas
Dissociation mécanique Dissociation enzymatique Elimination des amas >70-100 pm par filtration
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Chirurgie/CRB/Anatomopathologie W
Transfert au laboratoire <2h Culot cellulaire incorporé en hydrogel décellularisé 3
Croissance (laminine et collagene IV) +/- facteurs de croissance .g
10-90% réussite Polymérisation en goutte inversée 5)
Expension =
T ST N =3
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Milieux de culture
R-spondin (LGRS substrate)

Noggin (BMP inhibitor) Caractérisation (histologie, séquencage) Cryo.présen‘/ation
EGF, FGF2, FGF10, PGE2 - Biobanking
Y27632 (ROCK inhibitor), } g
CHIR990214 (GSK3 inhibitor) w L 3
A83 (ALK4/5 inhibitor)... —_ (. ] — ol
@
St p16(HPY)
nutlin-3a (mut p53)
CKpan/5/6

P40 (ANP63), p63, p53
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CARTSPACE : VALIDER LES TUMOROIDES ORL COMME MODELES PERTINENTS

Cancers ORL
hétérogenes

LE DEFI

Besoin de
modeles fiables

®e9:-0
T y
pour comprendre

la biologie et tester
des thérapies

Manque de modéles
représentatifs

x §

Objectif : valider les tumoroides ORL ‘
comme modeles pertinents des cancers ORL
grace a la protéo-transcriptomique spatiale

NOTRE HYPOTHESE

Les tumoroides ORL reproduisent 'architecture
et les programmes moléculaires des tumeurs
primaires, a I'échelle des cellules et de leur
microenvironnement.
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Tumeur ORL
(patient)

Tumoroides ORL
(ex vivo)

NOTRE APPROCHE : PROTEO-TRANSCRIPTOMIQUE SPATIALE COMPARATIVE

ANALYSES INTEGRATIVES

@ ccHanTiLLONS APPARIES
MULTI-ECHELLES

e PROTEO-TRANSCRIPTOMIQUE
SPATIALE
Méme patient

Mesure simultanée de : « Alignement spatial

Tumeur ORL
(primaire)

Tumoroides ORL

A » Comparaison cellule par cellule
(dérivés de la tumeur)

« Protéines (marquage d'anticorps)

« Conservation des états cellulaires
et des interactions

« ARN (transcriptomique spatiale)

g (
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Tumoroides

Coupes de tissus enrobés et coulés

10 ‘7 GENOMICS

Q VALIDATION DES TUMOROIDES
Critéres d'évaluation :

Architecture tissulaire
Composition cellulaire

Etats cellulaires
Programmes moléculaires
Interactions cellules-cellules

LECRSS

Réponses aux traitements

Tumeur ORL
(patient) ? R
% @da
S &
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Similarité élevée
= Modeéle validé

Tumoroides ORL
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Méthodologie

Tumeurs primaires

i o—— VISIUM
=5 T — Expression génique spatiale
&=\ (spots de capture)
==

PRINCIPE

Les ARN capturés sur des
spots (~55 pm) sont
séquencés pour obtenir
le profil d’expression

par spot.

Préparation d’un TMA pour les tumoroides |

add medium
with 1% BSA
ot @ -
5 3{,’:) SRy Organoid Harvesting
Expension =2 o N ,‘,'{)’?‘ ¥/ solution at 4°C B, Collect 300g for 5 min e
) ) *‘,5.’2“5,, 4 (R&D systems) f T after 45min at4°c @
4. g > > > 4
high density g I =
" of tumoroids el B e —— WORKFLOW
P F 2 S =
|/ ~ 4
PFA 4% with PBS with L8 /
PBS erythrosine 0.2% 1% BSA .

Visium CytAssist 2023

+ Human immune cell profiling panel (35 antibodies)

XENIUM

Imagerie spatiale & haute résolution

(ARN détectés in situ)

PRINCIPE

Les ARN sont détectés

par imagerie in situ a

I'aide de sondes marquées,
permettant une localisation
subcellulaire a cellulaire.

o 160 g for 2 min 160 g for 2 min o
P = at4°c at4°c \- -
—— g
@D. g
= 8 asete = (A
——— e —
- wash 3 times .
____ 15 min on ice
Agarose 2-3% {
30103,,{: 60°C g\ 0 oo i PFA 4%
— T —

s 10\",GENC’MICS

Universitaires
o STRASBOUG

28

20 min at RT . '

overnight at 4°C

N

wash 3 imes

Param(%@

inclusion<s

Storage
-20°C

Manual tissue amayer
(CRB CHU Hautepierre)

1. Préparer ia coupe 2. Placer sur la lame

oD
NS

@ &

4. Carte d'expression
& haute résolution

4, Carte d'expression
de tissu Visium (spots de capture) et séquengage spatiale de tissu

3. Capture dos ARN 1. Préparer la coupe

2. Hybridation des 3. Imagerie
sondes marquées et détection

@ Résolution : subceliulaire a cellulaire

Résolution ; ~55 pm (multicellulaire) (~1 pm)

Couverture : tout le transcriptome > Couverture : jusqu'a plusieurs milliers
de génes

Idéal pour : cartographier I

et les domaines moléculaires

:“ Idéal pour : étudier le microenvironnement
tumoral et les interactions cellule par cellule

_"_ Deux approches complémentaires pour valider les tumoroides ORL comme modéles pertinents des cancers ORL :
Visium pour une vue d'ensemble des architectures tissulaires, Xenium pour une résolution fine des cellules et de leurs interactions.

Xenium 350plex_ 2024

Human multi-tissus and cancer panel + 100 custom genes



Architecture tissulaire

VISIUM

Gene-based clustering Antibody-based clustering

Le profilage des tumeurs montre :
* 'hétérogénéité moléculaire et protéique’ ;
* la corrélation gene/protéine : CD163 (macrophages M2)?;
* 'hétérogénéité de ’écosyteme immunitaire et stromale:
14-30 % lymphocytes CD4+ selon les tumeurs?

. Limite: Taille des zones de capture exclut 'analyse en
& ¥ cellule unique

CD4 (19.76%)
1944 barcodes
cD4

Corr

0.0

VIM (2.79%) CEACAMS (278%) || PECaM: (2.37%)
1944 barcodes
ViM

CD3E (2.90%)
1944 barcodes

CD19 (5.49%)
1944 barcodes
CD19 CD27 (4.59%)
1944 barcodes
ch’ EPCAM

1944 barcodes



Ecosystéme immunitaire VISIUM

Visium Spatial  Capture Area with Visium Gene 3
Geno Expression ~5000 Barcoded Expression Barcoded .:. .
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Pour une organisation plus fine...
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Structuration cellulaire des tumeurs et des tumoroides

Primary tumor .
2270238 AT KEGG2021
o UMAP Projection of Cells by Clustering UMAP Projection of Cells by Clustering
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Identification des sous-types cellulaires XENIUM

Xenium hmulticancer panel  Primary tumors Patient-derived Cell types
(377 genes + 100 customs genes) tumoroids
T0333
100
& 80 o
"’ = Les tumoroides :
= 60_‘ 4 .
s 3 * conservent les etats cellulaires tumoraux:
L i prolifératif, basal, EMT;
i * préservent partiellement le microenvironnement
051 por stromal (fibroblastes) et immunitaire (monocytes,
- macrophages) ;
* perdent la composante vasculaire et lymphocytaire.
& 804
i g
: :
) S 404
£ 50 Cell types
Non tumoral epithelial cells
0- Mastocytes
PT POT Proliferative tumor epithelial cells 5
Myofibroblasts _8
Monocytes 2
100 l Macrophages o
- T cells >
4 80+ B cells s
8 ro Keratinocytes 3
$ > 60 Tumor epithelial cells P
5 S Endothelial cells =
S 40+ Dendritic cells &
R Cancer-associated fibroblast o
20+ Undifferentiated tumor epithelial cells &
0- @
PT PODT @




Hétérogénéiteé intra- et inter-tumoroides XENIUM

Cell types

Non tumoral epithelial cells
Mastocytes

Proliferative tumor epithelial cells
Myofibroblasts

Monocytes

Macrophages

T cells

o Becells

Keratinocytes

Tumor epithelial cells

Endothelial cells

Dendritic cells
Cancer-associated fibroblast
Undifferentiated tumor epithelial cells

% of cell types

TO0S3 TO0333 T0217 T0238

Le profilage des tumoroides montre :
* une forte hétérogénéité moléculaire inter-tumoroides’ ;
* une forte hétérogénéité dans la composition cellulaire”.




Caractérisation des états : basal, prolifératif et EMT XENIUM

Prolifératif Epithélial & EMT
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aSMA-Vimentin

2270238-PDTO

Les tumoroides :
* présentent des états cellulaires tumoraux différents ;
 présentent une hétérogénéité de réponse aux thérapies.

aSMA-Vimentin aSMA-Vimentin




Identification des sous-types monocytaires XENIUM

% of macrophage subtype

0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
000000000Q warkers
2 8 8 : G206 (2-ike)
00000000 =
Q00000000 @ | o parmacioe
000000000 =i

Count/3395 cells

» le maintien des sous-types de macrophages
confirmé par immunomarquage




, - S —— , VISIUM
Xenium versus Visium : variabilité des données XENIUM

Proportion des types cellulaires
Proportion des types cellulaires

s CAF
EEm Endothéliales
EE Epithéliales EEm CAF N
mmm Epithélium SAIN i Enfiotlhgllales
Emm Lymphocytes B Emm Epithéliales
BN Lymphocytes T B Epithélium SAIN
mmm Macrophages B Lymphocytes B

Monocytes BN Lymphocytes T

/
; I Macrophages

mmm Myofibroblastes o o o .
— SAIN  TUMEUR EEm Tumorales proliférantes SAIN  TUMEUR

Tumorales proliférantes



CONCLUSIONS & REFLEXIONS

Les tumoroides représentent-ils fidéelement la tumeur initiale dont ils dérivent ?

lls ne récapitulent que
partiellement I'hétérogénéité
moléculaire et cellulaire de la
tumeur d’origine

lls récapitulent principalement
la composante tumorale

lls conservent I'hétérogénéité
des diverses composantes
tumorales (EMT, proliférative
et basale)

lls conservent des éléments du
écosystéme immunitaire
(macrophages) et stromal
(fibroblastes)

TUMEUR INITIALE (in vivo)

HETEROGENEITE
MOLECULAIRE ET
CELLULAIRE

J Trés élevée

COMPOSANTE
TUMORALE

\/ Présente

HETEROGENEITE DES
COMPOSANTES TUMORALES Qo 7 Priasei
(BASALE, PROLIFERATIVE, N N, fesnme

EMT)

ECOSYSTEME IMMUNITAIRE
ET STROMAL ﬁ {8 / present

TUMOROIDE (ex vivo)

COMPOSANTES

Cellules tumorales basales
Cellules tumorales prolifératives
Cellules tumorales EMT
Fibroblastes

Macrophages

Lymphocytes

0® O@O®®

Vaisseaux sanguins

Partiellement récapitulée

Présente Principalement conservée

Conservée Conservée

Eléments conservés
(macrophages,
fibroblastes)

Partiellement
conservé
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