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> impact en santé publique des pathologies res-
piratoires chroniques ne cesse de croitre. Dans
ce contexte, il parait indispensable d’améliorer
les modeles d’études du poumon afin de repro-
duire au plus proche I'architecture pulmonaire
complexe, garante des fonctions d’oxygénation
et d’épuration du gaz carbonique. Les connais-
sances actuelles en physiopathologie respiratoire
résultent en partie des études de modeles de
reconstitution d’épithélium bronchique in vitro a
partir de cellules primaires, en deux dimensions
sur des inserts, ou en trois dimensions, en orga-
noides mimant jusqu’a I'arborescence pulmo-
naire. Le développement de ces modeles in vitro
a connu un nouvel essor grace aux organoides
pulmonaires issus de cellules souches pluripo-
tentes et la démocratisation des outils d’édition
du génome. Ces apports technologiques récents
offrent de nouvelles perspectives en matiere de
thérapeutiques ou de compréhension physiopa-
thologique et pourraient, dans le futur, ouvrir les
portes de la médecine régénératrice pulmonaire. <

Les pathologies pulmonaires chroniques comme
I’asthme, la bronchopneumopathie chronique obs-
tructive (BPCO) ou la fibrose pulmonaire primitive,
représentent un lourd fardeau en santé publique avec
plus de 3 millions de morts par an dans le monde [1].
Cependant, il n’existe aucun traitement curatif a ce
jour. La mise au point de modéles pouvant reproduire
la complexité architecturale et les fonctionnalités du
poumon sont donc un enjeu médical majeur.

Les premiers modéles qui ont contribué a la connaissance
du développement, de ’homéostasie et des pathologies
du systeme respiratoire, en dehors des modéles animaux,
ont été les cultures organotypiques in vitro de tissu pul-
monaire [2]. Uavénement plus récent des organoides
offre un modele supplémentaire qui pourrait constituer
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maladies pulmonaires chroniques et
pourrait tres significativement accé-
lérer le développement de nouvelles
thérapies. Les organoides sont de petits systémes biologiques structurés
en 3 dimensions (3D), résultats de ’auto-organisation des cellules. Ces
structures miment in vitro, au moins en partie, le développement et la
fonction d’un organe en miniature. lls reproduisent la complexité des
types cellulaires et I'organisation de I'organe.
Les premiers organoides pulmonaires ont été obtenus a partir de cellules
feetales [3] mais c’est grdce aux cellules souches pluripotentes (CSP) [4]
et notamment aux cellules souches pluripotentes induites humaines (iPS),
que leur utilisation a été popularisée, offrant de nouvelles perspectives.
Bien que la définition des organoides implique une structure en 3D, la
fonction pulmonaire d’interface ouverte sur le milieu extérieur peut
étre modélisée en 2D de fagon légitime, puisqu’une telle organisation
est inscrite dans I"architecture de la paroi de la trachée, des bronches,
des bronchioles ou des alvéoles. C’est pourquoi cette revue décrira non
seulement les organoides pulmonaires 3D mais également les épithé-
liums bronchiques cultivés en 2D, dont les mises au point ont précédé
et accompagné celles des structures en 3D.
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Structure et développement pulmonaire : quand complexité
rime avec nécessité

U'arbre respiratoire intra-thoracique adulte se divise en deux zones
de compositions architecturales et cellulaires bien distinctes qui



répondent a deux impératifs fonctionnels différents: 1) les voies
aériennes de conduction (trachée, bronches et bronchioles) pour le
transport et la filtration de air, et 2) la zone des échanges gazeux
(bronchioles respiratoires, canaux alvéolaires, alvéoles) pour I’apport
d’oxygene et I’élimination de gaz carbonique. Ces fonctions requiérent
un haut degré de spécialisation cellulaire. La trachée, les bronches et
les bronchioles constituent des épithéliums cylindriques ou cubiques
formant les voies aériennes. Elles garantissent ’humidification de I'air
et la protection des zones distales contre les particules inhalées et les
agents pathogénes grdce, d’une part aux cellules @ mucus (ou cellules
caliciformes) sécrétant le mucus qui capte ces mémes particules, et,
d’autre part, aux cellules ciliées qui en assurent la clairance. Les cel-
lules basales sont les progéniteurs de cet épithélium pseudostratifié.
Les cellules neuroendocrines, moins nombreuses, régulent la réponse
épithéliale face a des stimulus physiologiques, tels que I’hypoxie,
tandis que les ionocytes, nouvellement découverts, sont responsables
d’une forte activité de transport d’ions chlorures reposant sur la pro-
téine membranaire CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator), un canal chlorure dont des mutations sont a I’origine de
la mucoviscidose [5]. La fonction de I’épithélium est modulée par
la proportion de ces différents types cellulaires, qui varie le long de
I"arbre bronchique avec une augmentation de certaines populations
rares au niveau des bronchioles terminales, comme les cellules Club
qui sécréetent des glycosaminoglycanes et des peptides antimicrobiens.
La fonction ventilatoire est réalisée au niveau des sacs alvéolaires
grdce aux pneumocytes de type 1 qui tapissent "alvéole et permettent
les échanges gazeux par diffusion avec les capillaires sous-jacents.
Les pneumocytes de type 2 synthétisent le surfactant, essentiel pour
réduire la tension de surface au niveau des alvéoles. Ils jouent égale-
ment le role de cellules souches et sont capables de se différencier en
pneumocytes de type 1.

Cette organisation étagée et complexe est le fruit d’un long développe-
ment qui commence des le début de la période embryonnaire et s’étend
jusqu’a plusieurs années apres la naissance. On distingue 5 phases de
développement, chacune correspondant a des degrés supérieurs de
ramification de I’arbre respiratoire : embryonnaire, pseudo-glandu-
laire, canaliculaire, sacculaire et alvéolaire. La compréhension de la
phase embryonnaire est particulierement instructive pour la mise au
point des protocoles de différenciation des cellules souches pluripo-
tentes en épithélium bronchique. Cette phase débute par la mise en
place de 'endoderme définitif, qui devient I'intestin primitif et se sub-
divise en 3 sections selon un axe antéro-postérieur. L'activation de la
voie Activine/Nodal est essentielle pour le déroulement de cette étape.
Une invagination se forme ensuite au niveau de 'intestin primitif anté-
rieur. Ce bourgeon endodermique envahit alors le mésoderme environ-
nant avec lequel il entretiendra des relations étroites tout au long du
développement pulmonaire. Ce bourgeon apparait dans la partie ven-
trale de I'intestin primitif antérieur, région caractérisée par I’expression
du facteur de transcription NKX2.1 (aussi nommé thyroid transcription
factor 1 ou TTF-1), sous I'influence de I’inhibition des voies de signa-
lisation du TGF-B (transforming growth factors ) et des protéines
morphogénétiques osseuses (BMP, pour bone morphogenetic protein).

Les progéniteurs pulmonaires exprimant NKX2.1 suivent
ensuite un schéma de différenciation selon un gradient
proximo-distal sous I’effet de facteurs de croissance,
tels que BMP4, FGF (fibroblast growth factor) et WNT,
pour donner naissance a I’arbre bronchique proximal et
aux alvéoles distales [6]. Le processus d’alvéolisation
débute quelques semaines avant la naissance pour
s’achever apreés I’adolescence [7].

Les modeles animaux ont longtemps été la méthode de
choix pour étudier le développement pulmonaire, simuler
et prédire la réponse biologique face a des agressions
externes afin d’anticiper des succés pharmacologiques
chez I’homme. lls ont permis des avancées considé-
rables dans ce domaine [8], mais ces modéles, en plus
d’étre colteux, longs et fastidieux
a mettre en place, ne sont pas

(=) Voir la Synthése
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toujours prédictifs des réponses
chez ’lhomme [9] (=).

€n effet, il existe des différences structurelles entre le
poumon humain et celui des rongeurs. Par exemple, les
cellules basales qui permettent le renouvellement épi-
thélial tout au long des voies aériennes chez I’homme,
ne sont présentes que dans la trachée chez la souris
[10]. Les cellules @ mucus sont également moins fré-
quentes dans les modéles murins [11]. Chez les souris
et les rats, la production de surfactant apparait déja en
place dés le stade sacculaire [12] alors que la matura-
tion des pneumocytes de type 2 dont le surfactant est
issu, est bien plus tardive chez I’lhomme.

Cellules primaires in vitro : de la 2D vers
les débuts des organoides

Cellules primaires bronchiques en interface air-
liquide : 2-dimensions

La culture in vitro de cellules primaires épithéliales
bronchiques humaines (CEBH) en interface air-liquide
(ALI) est un trés bon modéle pour étudier les phéno-
menes physiopathologiques des voies aériennes : @
partir d’une biopsie ou d’un brossage bronchique réa-
lisé lors d’une fibroscopie, les CEBH en ALl permettent
de reconstituer un épithélium complet et différencié
(Figure 1) [13]. Aprés dissociation mécanique des
biopsies, les cellules basales sont amplifiées puis
transférées sur une membrane poreuse tendue sur un
insert (Transwell™). Le milieu nutritif se trouve au pdle
baso-latéral, alors que le pdle apical des cellules est au
contact de I'air. Les cellules basales, ainsi positionnées
a 'interface air-liquide physiologique, se différencient
en cellules ciliées et cellules a mucus notamment. €n
28 jours de culture ALl, un épithélium différencié et
fonctionnel est produit a partir de biopsies de sujets
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Figure 1. Culture ALl obtenue a partir de biopsies bronchiques. Les biopsies sont dissociées mécaniquement puis repiquées en boite de Pétri afin

d’isoler les cellules basales par adhérence préférentielle. Ces cellules basales proliférent pendant plusieurs semaines, puis une phase de différencia-

tion débute lorsqu’on les dépose sur un Transwell® - une membrane poreuse tendue sur un insert - ot elles sont recouvertes de milieu de culture au

niveau apical et basolatéral. Aprés adhérence des cellules, Iinterface air-liquide (ALI) est mise en place en aspirant le milieu de culture au niveau

apical, exposant a I'air libre la face apicale des cellules, tout en leur permettant de continuer a étre nourries par le milieu présent en basolatéral.

Ce systeme ALl reproduit ainsi en culture les conditions naturelles des cellules bronchiques. Une fois le systeme ALl établi, les cellules basales se

différencient et I’épithélium bronchique constitué notamment des cellules ciliées, des cellules caliciformes et des cellules Club, apparait.

sains ou de patients atteints de pathologies respiratoires. Ce sys-
teme a été utilisé avec succes pour étudier I’asthme ou les infections
virales, par exemple [14]. Lintroduction récente d’un nouveau milieu
de culture (Pneumacult™) a permis de mieux développer les cultures
de CEBH en conditions ALl, dans une architecture pseudostratifiée
proche de 'architecture 3D de la bronche [15].

La troisieme dimension

Bien que ce modéle permette de reproduire un épithélium pseudo-stra-
tifié in vitro et qu’il puisse €tre enrichi par co-culture avec d’autres
types cellulaires [16], la culture de CEBH en conditions ALl ne reproduit
pas I'architecture tri-dimensionnelle essentielle pour assurer des inte-
ractions et des fonctions cellulaires fidéles aux processus in vivo [4].
Certaines équipes ont proposé de combiner ce modéle a une matrice
pour créer une 3¢ dimension : broncho-sphéres [17], trachéo-sphéres
[18] ou alvéolo-sphéres, en isolant des pneumocytes de type 2 par tri
cellulaire [19], voire des structures mimant in vitro la ramification des
bronches au cours du développement, réalisant ainsi les premiers orga-
noides [20]. Les matrices utilisées sont des hydrogels, le plus souvent
le Matrigel. Celui-ci est une préparation solubilisée extraite du sarcome
murin d’€ngelbreth-Holm-Swarm (EHS), une tumeur riche en laminine
(60 %), collageéne IV (30 %) et entactine (8 %) — cette derniére molé-
cule contribuant a I’organisation structurale en liant la laminine et le
collagéne. Le Matrigel contient également des protéoglycanes héparane
sulfate et des facteurs de croissance. Ses propriétés de polymérisation
a température ambiante en font une matrice biologiquement et phy-
siquement active semblable a la matrice basale. Notons cependant
P’influence favorable de I’ajout de cellules d’origine mésodermique
(fibroblastes, cellules endothéliales) pour la structuration et la matu-
ration de ces structures en 3D. Ce type de modele a permis a Gao et al.
[17], grace a des outils d’édition génomique, d’identifier deux facteurs
de transcription impliqués dans les processus de ciliogenése (ZNF750),
et de différenciation et de coordination des fonctions de barriere
(GRHL2). Un autre exemple d’utilisation de ce modeéle, couplé & une
approche haut débit en plaques de 384 puits, a montré que I’interleu-

kine 13 induisait la production de mucus, tandis que le
blocage du récepteur Notch2 par un anticorps diminuait
la proportion de cellules @ mucus par rapport aux cel-
lules ciliées [21].

Organoides issus de cellules feetales

Les cultures en 2 ou 3 dimensions de cellules primaires
adultes sont tres intéressantes pour étudier les méca-
nismes physiologiques ou pathologiques survenant a
I’Gge adulte mais, du fait du stade de différenciation
avancé des cellules prélevées, et malgré des processus
de transdifférenciation, ces modéles ne sont pas per-
tinents pour la compréhension des phénomenes inter-
venant lors du développement pulmonaire. A ce titre,
bien que I"accés a ces cellules soit délicat, certains
auteurs ont rapporté 'utilisation de cellules pulmo-
naires feetales [22, 23]. Les informations issues de ces
études sont précieuses : elles montrent que des cellules
pulmonaires feetales prélevées au stade canaliculaire
peuvent générer I’ensemble des cellules de I"arbre
respiratoire adulte [22] et que ces tissus immatures
peuvent étre utilisés pour comprendre le développe-
ment pulmonaire ou pour mimer in vitro la dysplasie
broncho-pulmonaire [23].

Lung on a chip : quand la bio-ingénierie s’en méle

Afin de contréler le plus finement possible le micro-
environnement cellulaire in vitro, I’équipe de Donald
Ingber a développé un systéme micro-fluidique
mimant I’interface air-liquide alvéolaire en 3D. Il
s’agit d’une fine membrane poreuse et flexible de
polydiméthylsiloxane (PDMS), recouverte sur sa face
supérieure d’une matrice extra-cellulaire sur laquelle
repose une couche de cellules épithéliales alvéo-
laires au contact de ’air, et, sur sa face inférieure,



Ligne

primitive

0CT4 + MIXL1 + gé%“?‘ ’
SOX2 + BRACHYURY « o
NANOG + 0CT4— ot

Intestin ( y
primitif \

antérieur
ventralisé

SOX2 + ";%‘;2'1:
FOXAZ + o

Figure 2. étapes-clés des protocoles de différenciation pulmonaire a partir de cellules souches pluripotentes, mimant in vitro le développement de

I’épithélium respiratoire. iPS : cellules souches pluripotentes induites.

d’une couche de cellules endothéliales immergée dans un milieu de
culture [24]. Ce « lung on a chip » (ou poumon sur puce) reproduit
dans quelques millimetres carrés la complexité et la diversité de
I’épithélium pulmonaire. Grace a un systeme de pressions négatives
mimant les mouvements respiratoires, il a été utilisé pour mettre en
évidence I'importance des contraintes mécaniques dans la réponse
inflammatoire liée aux nanoparticules de silice. €n effet, dans ce
modele, le stress mécanique augmente la capture des particules
par les cellules endothéliales et épithéliales, accentuant ainsi les
réponses toxiques et inflammatoires induites par les nanoparti-
cules. Cependant, cette technologie n’est, pour le moment, maftri-
sée que par une seule équipe.

Les cellules primaires bronchiques isolées de tissus adultes ou feetaux
présentent néanmoins un inconvénient majeur : elles ne sont dis-
ponibles qu’en quantité tres limitée. €n effet, elles ne peuvent étre
obtenues qu’d partir de procédures médicales invasives (fibroscopie)
et/ou dans des cadres éthiques restreints (utilisation de tissus foetaux
a visée de recherche). De plus, leur durée de culture limitée, leur faible
potentiel de pré-amplification in vitro et la grande variabilité interin-
dividuelle sont des limites qui justifient de rechercher d’autres sources
cellulaires pour produire des organoides.

Organoides dérivés de cellules souches pluripotentes
humaines

Les CSP, les cellules souches embryonnaires humaines ou les cel-
lules souches pluripotentes induites humaines (iPS) sont une source
alternative trés prometteuse [25]. €n effet, les CSP ont un potentiel
d’auto-renouvellement illimité et peuvent se différencier vers tous
les types cellulaires, y compris ceux du systeme respiratoire. Plusieurs
protocoles de culture 2D d’épithéliums respiratoires dérivés de CSP ont
été publiés [26-28]. Ils reproduisent in vitro les conditions du déve-
loppement embryonnaire du systeme respiratoire, intégrant les étapes
d’endoderme définitif, d’intestin primitif antérieur ventralisé, puis
de progéniteurs pulmonaires (Figure 2), et permettent d’obtenir des
épithéliums constitués des principaux types cellulaires bronchiques ou
alvéolaires (pour une revue, voir [7]).

Les CSP permettent également de produire des orga-
noides 3D. Certaines équipes réalisent les premieres
étapes de différenciation en culture monocouche
2D [29-32]. Les progéniteurs pulmonaires exprimant
NKX2.1 sont ensuite purifiés grace a des marqueurs
membranaires qui leur sont spécifiques — CPM (car-
boxypeptidase M)* ou CD47"&"/CD26"°" — avant d’étre
mis en culture en 3D dans du Matrigel. D’autres équipes
préferent induire la culture en 3D juste aprés le stade
d’endoderme définitif, passant par un stade de précur-
seurs organisés en sphéroides avant d’induire la struc-
ture organoide [33-35]. Lune des grandes difficultés
rencontrées par les équipes travaillant sur la différen-
ciation des CSP en tissu bronchique réside dans le degré
de maturité de I’épithélium obtenu : 'aspect morpholo-
gique et les données transcriptomiques montrent ainsi
souvent des caractéristiques équivalentes a celles de
poumons feetaux [36]. Cet écueil peut-&tre contourné
par la transplantation des cellules dans une souris
immunodéficiente afin d’achever la maturation de
ces organoides in vivo, a condition d’y associer, avant
la greffe, une niche bioartificielle synthétique en PLG
(poly(lactide-co-glycolide)) [34]. ’implémentation
du milieu commercial Pneumacult™, initialement des-
tiné a la culture de cellules primaires bronchiques en
ALl, permet également d’obtenir in vitro des organoides
présentant de nombreuses cellules multi-ciliées suffi-
samment matures pour permettre des études portant
sur les battements ciliaires [30].

D’autres protocoles se concentrent sur la différencia-
tion du compartiment alvéolaire au sein des organoides
[29, 32]. Ces alvéolo-sphéres produisent du surfactant
(SFPC), et les cellules qui les constituent présentent des
profils d’expression génique proches de celui des pneu-
mocytes de type 2 et possedent des corps lamellaires.
Certaines problématiques restent néanmoins a résoudre,
comme I"absence de modélisation de I'interface entre
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potentes induites.

I’épithélium et le tissu sous-jacent (cellules endothéliales et fibro-
blastiques/mésenchymateuses) au sein des organoides. Méme si un
compartiment de nature mésenchymateuse est parfois présent dans ces
modeles, il n’atteint jamais le stade de cellule endothéliale, y compris
apres greffe in vivo [33, 36]. Il sera donc tres utile de complexifier le
modele en y intégrant un véritable compartiment mésenchymateux.

Les organoides pulmonaires au service de la médecine

D’aujourd’hui

Les organoides pulmonaires dérivés de CSP sont des outils puissants.
Ils sont capables de modéliser de maniére pertinente des maladies
génétiques rares touchant le poumon, telles que la mucoviscidose [38]
ou le syndrome de Hermansky-Pudlak [39]. Uavénement de la tech-
nologie CRISPR/Cas9 démultiplie les possibilités de modélisation de
ces pathologies et permet d’imaginer de possibles thérapies géniques
[40]. Par ailleurs, les virus a tropisme respiratoire sont a I’origine
de lésions majeures, a plus ou moins long terme, au niveau de I’épi-
thélium bronchique. Ces Iésions peuvent €tre reproduites et étudiées
sur ces organoides, comme par exemple celles induites par un virus
parainfluenza, le virus respiratoire syncytial et le virus de la rougeole
[41]. €nfin, la modélisation en 2D ou en 3D ouvre une voie majeure
pour I'innovation dans le traitement des pathologies respiratoires, en
particulier chroniques, telles que la BPCO ou la fibrose pulmonaire.
La génération a grande échelle d’organoides dérivés d’iPS modélisant

ces pathologies devrait en effet permettre le criblage
pharmacologique massif de petites molécules en tenant
compte du terrain génétique par la sélection de cellules
de patients susceptibles a ces maladies [7].

€t de demain

Les travaux réalisés sur les matrices pulmonaires décel-
lularisées et I'ingénierie pulmonaire ex vivo pourraient
€tre une alternative au don d’organe issu de patients en
état de mort encéphalique [42], seule option thérapeu-
tique actuelle pour les patients atteints d’insuffisance
respiratoire chronique. Mais les protocoles de décellu-
larisation des matrices et d’amplification/fonctionna-
lisation des cellules en bioréacteurs pour produire un
organe complet n’en sont qu’a leur balbutiement.

Conclusion

Le poumon est un organe complexe et diversifié, tant sur
le plan cellulaire que sur le plan structurel. Cette revue
des différents modeles d’organoides pulmonaires en est
le reflet : diversité des sources cellulaires, diversité des
architectures, diversité des applications (Figure 3). Les
modeles en 2D sont privilégiés pour leur facilité d’utili-
sation et de suivi. Les modeles en 3D sont eux préférés



pour leur pertinence histologique. Par rapport aux autres sources cel-
lulaires, les CSP donnent acces a tous les stades développementaux et
permettent une production quasi infinie d’organoides. Associées a la
technologie CRISPR, ces cellules offrent ainsi une palette de modeles
illimitée. Les pistes d’amélioration des organoides pulmonaires inte-
greront certainement la complexification du modéle avec, en particu-
lier, 'implémentation de vaisseaux, de nerfs, de cellules immunitaires,
etc. pour tendre a un systéme in vitro le plus complet possible. Le role
architectural et paracrine joué par les vaisseaux au cours du dévelop-
pement [43] et de la réparation du poumon est en effet majeur. Outre
les « lung on a chip » que nous avons évoqués, les co-cultures avec
des cellules mésenchymateuses et endothéliales avant greffe chez
’animal immunodéprimé [44] pourraient étre une solution. L'amé-
lioration continue des matériaux biocompatibles, notamment des
hydrogels modulables a souhait et photo-polymérisables, favorisera
trés probablement la production de vaisseaux dans ces organoides
pulmonaires [45]. Uensemble de ces avancées technologiques seront,
sans conteste, a I"origine de grands progrés en pneumologie. ¢

SUMMARY

Lung organoids

As burden of chronic respiratory diseases is constantly increasing,
improving in vitro lung models is essential in order to reproduce as
closely as possible the complex pulmonary architecture, responsible for
oxygen uptake and carbon dioxide clearance. The study of diseases that
affect the respiratory system has benefited from in vitro reconstruc-
tions of the respiratory epithelium with inserts in air/liquid interface
(2D) or in organoids able to mimic up to the arborescence of the respi-
ratory tree (3D). Recent development in the fields of pluripotent stem
cells-derived organoids and genome editing technologies has provided
new insights to better understand pulmonary diseases and to find new
therapeutic perspectives. ¢
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