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MOTS CLES Résumé La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une atteinte chronique
Bronchopneumopa- des voies aériennes distales caractérisée par une destruction irréversible des bronchioles
thie chronique terminales. Bien que les mécanismes physiopathologiques demeurent incompris a ce jour,
obstructive ; I’épithélium bronchique semble étre le chef d’orchestre de la maladie. De récentes études
Cellule souche ont montré Uexistence de différentes trajectoires de la maladie incluant dans la moitié des cas
pluripotente induite une origine pédiatrique. La modélisation de la BPCO constitue donc un enjeu majeur mais les
humaine ; modeles actuels sont imparfaits. La différenciation des cellules souches pluripotentes induites
Différenciation humaines (hiPSC) en épithélium bronchique représente un nouvel outil pour étudier les racines
dirigée ; pédiatriques de la maladie et identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Summary Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a chronic lung disease leading to
irreversible destruction of the terminal bronchioles. Although the precise patho-physiological
mechanisms remain to be elucidated, the bronchial epithelium seems to play a pivotal role in
the disease. Recent studies have highlighted a great heterogeneity among COPD patients, with
various disease courses including, in about half the cases, an origin in childhood. Modelling of
COPD is a major goal but currently available models are imperfect. Our work aims to create a
new in vitro cellular model to study the pathology of the disease. The differentiation of human
induced pluripotential stem cells (hiPSCs) in bronchial epithelium is a step towards a better
understanding of the developmental origin and the identification of new therapeutic targets.

La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) est
la 3®™ cause de mortalité dans le monde avec 3 millions
de déceés par an [1]. Elle constitue également un probléeme
majeur de santé publique en France avec une prévalence
estimée de 8 % a 16 % selon les études, [’age, le sexe et la
région concernée [2,3]. Elle se traduit par une obstruction
bronchique non réversible, une destruction irréversible des
bronchioles et des modifications structurales telles qu’un
remodelage de ’épithélium bronchiolaire [4,5]. Le tabac
actif ou passif constitue le principal facteur de risque de
cette maladie dans les pays a hauts revenus, contrairement
aux pays en développement ol la combustion de biomasse
et la pollution atmosphérique sont les principaux vecteurs
[4,6,7]. De récentes publications attestent d’une origine
développementale de la maladie et font état de différentes
trajectoires dont une pédiatrique dans plus de la moitié
des cas [7,8]. Les modeles d’étude actuels sont imparfaits
et ne permettent pas d’investiguer les origines développe-
mentales de la BPCO. Nos travaux visent donc a créer un
nouvel outil de modélisation alternatif grace a la différen-
ciation des cellules souches pluripotentes induites humaines
(hiPSCs) en épithélium bronchique.

La physiopathologie de la BPCO

Elle est définie fonctionnellement par un trouble ventila-
toire obstructif persistant et la mesure du rapport VEMS/CVF
inférieur a 0,7 (volume expiratoire maximal a la premiere
seconde/capacité vitale forcée). La BPCO est principale-
ment une atteinte des voies aériennes distales caractérisée
par une obstruction bronchique chronique. Des modifica-
tions structurales des bronchioles surviennent telles que
le remaniement de U’épithélium bronchique, un épaissis-
sement marqué de la paroi bronchiolaire avec une fibrose
péribronchiolaire. Une hyper-sécrétion de mucus couplée a
une défaillance de la clairance mucociliaire aboutissent a la
formation de bouchons muqueux. L’accumulation du mucus
participe a "activation des macrophages résidents qui, par
la sécrétion de molécules actives, créent une inflammation
chronique avec amplification du phénomeéne de sécrétion
de mucus [9]. Un défaut de réparation tissulaire semble

également impliqué dans la progression de la maladie vers
une destruction significative des alvéoles pulmonaires [10].

Les modeéles d’étude de la BPCO

De multiples stratégies et modéles sont utilisés pour étudier
les anomalies épithéliales dans la BPCO, chacun disposant
de forces et de limites [11].

Le modéle animal

Les modeéles animaux utilisés reposent essentiellement sur
les rongeurs tels que la souris ou le rat ainsi que sur des
modeéles plus complexes comme le mouton, le chien ou le
singe [12]. Le modéle murin est le plus utilisé mais il existe
des discordances anatomiques et fonctionnelles majeures
entre ’homme et la souris. En effet, les progéniteurs bipo-
tents SOX2 + SOX9+ décrits chez ’lHomme et a l’origine des
divisions de U’arbre bronchique et de la formation des voies
aériennes distales ne sont pas retrouvés chez la souris [13].
Par ailleurs, une susceptibilité accrue au tabac chez la
souris et de grandes variabilités en fonction du fond géné-
tique de la souche murine ont été décrites [14,15]. Une
étude récente a également souligné ’absence de simili-
tudes nettes entre les profils transcriptomiques de poumons
humains BPCO et de souris développant un emphyséme apres
exposition au tabac [16].

Le modéle cellulaire

Divers modeéles cellulaires sont utilisés pour U’étude de

’épithélium bronchique tels que :

e les lignées de cellules primaires « normal human bronchial
epithelial cells » (NHBE) ;

e les lignées de cellules épithéliales alvéolaires issues d’un
carcinome pulmonaire(A549) ;

e les lignées de cellules épithéliales bronchiques immorta-
lisées par ’antigéne T de Simian Virus 40 (BEAS-2B).

Le caractére cancéreux ou immortalisé d’une lignée cel-
lulaire pose la question de la relevance de ’étude des
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Figure 1.

Génération d’un épithélium bronchique a partir d’un échantillon sanguin de patient BPCO. Les cellules mononuclées (CMN)

sont isolées a partir d’un gradient de Ficoll sur prélévement sanguin. Les CMN sont reprogrammées en hiPSc grace a l’expression forcée
de 4 facteurs de Yamanaka. Notre protocole de recherche permet la différenciation sélective des hiPSC en épithélium bronchique de sujet

BPCO (infographies issues de SMART Servier).

profils métaboliques tels que la réponse au stress oxyda-
tif, a la sénescence cellulaire ainsi qu’a Uinflammation.
Une réponse a cette problématique consiste a cultiver en
interface air liquide (ALI) des cellules épithéliales primaires
bronchiques (HBECs) dérivées a partir de biopsies bron-
chiques de patient BPCO [17]. Cette technique permet
notamment de conserver fidélement les caractéristiques des
cellules épithéliales primaires [18]. Cependant, ce modéle
présente des limites similaires aux NHBE, a savoir une
quantité de cellules limitée avec une capacité proliféra-
tive modeste. De plus, la fibroscopie bronchique nécessaire
a Uobtention du pool cellulaire d’origine reste un geste
invasif. Par ailleurs, ce modéle ne permet pas d’accéder
au stade précoce de développement de Uépithélium
bronchique.

Modélisation de I’hypothése
développementale dans la BPCO : la
différenciation dirigée des cellules souches
pluripotentes induites (iPS)

Les cellules souches pluripotentes induites (iPSC) sont
reprogrammeées a partir de cellules différenciées grace a
’expression forcée et transitoire des 4 facteurs de Yama-
naka (OCT4, SOX2, KLF4 et cMYC) [19,20]. Elles sont
caractérisées par une capacité d’auto-renouvellement et de
différenciation vers les trois feuillets embryonnaires : ecto-
derme, mésoderme, endoderme. Ces cellules conservent
le patrimoine génétique du donneur et permettent ainsi
de modéliser in vitro le développement humain sain ou
pathologique. Par exemple, la modulation spécifique des
grandes voies de signalisation telles que TGFB, Wnt, Notch
permettent la différenciation dirigée de ces hiPSC en épi-
thélium bronchique mature et fonctionnel [21] (Fig. 1).
Nos travaux permettent d’ores et déja d’obtenir un tapis
épithélial 2D en culture en ALl présentant ’ensemble des
principales cellules des voies aériennes distales : les cellules
basales, les cellules club, les cellules ciliées et les cellules a
mucus. La conservation de cet épithélium pendant plusieurs
mois en culture autorise une exposition chronique au tabac.
L’idée est donc de récréer un phénotype BPCO-like carac-
térisé par un remaniement de I’épithélium bronchique avec
une hyperplasie des cellules a mucus et des cellules basales

[22]. Cet outil permettra surtout d’investiguer la trajectoire
pédiatrique de la BPCO et de potentiellement découvrir des
biomarqueurs ou des voies de signalisation impliqués dans la
pathologie. Nous pourrons également investiguer l’impact
du versant génétique et du versant épigénétique dans la
survenue de la maladie.

Par ailleurs, d’autres équipes développent des
modeéles 3D en encapsulant des progéniteurs bronchiques
NKX2.1 positifs issus de la différenciation d’hiPSC dans
une matrice extraite du sarcome murin d’Engelbreth-
Holm-Swarm (Geltrex®). Ce procédé permet la formation
d’organoides pulmonaires qui recréent les interactions
cellules - matrice extracellulaire et miment ainsi finement
U’architecture pulmonaire. Ce modéle est par exemple
incontournable dans U’étude du processus de ramification
au cours de la formation des voies aériennes distales
[23,24]. L’équipe de Snoeck a montré que ces orga-
noides pouvaient étre conservés au-dela de 170jours en
culture. L’analyse transcriptomique a également montré
une signature spécifique du stade canaliculaire retrouvé
physiologiquement au deuxiéme trimestre de gestation
chez ’Homme [25].

Conclusion et perspectives

La publication de protocoles robustes et fiables de diffé-
renciation d’hiPSC en épithélium bronchique en font une
alternative de plus en plus crédible pour la modélisation
des pathologies pulmonaires. La force de ce nouveau modéle
repose sur sa capacité a générer des quantités quasi illimi-
tées de cellules bronchiques et autorise la mise en place
de stratégies de screening a grande échelle. Sa capacité
a recréer in vitro par bio mimétisme toutes les étapes du
développement in vivo constitue donc une réelle avancée
dans la compréhension des origines développementales de la
BPCO. In fine, cet outil devrait permettre a plus long terme
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.
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