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Objeciifs

Les infections virales respiratoires représentent |la majorité des motifs de
consultation en soins primaires?, générant un probléme de santé publique
préoccupant. L'étude in vitro des principaux virus a lorigine de ces
infections tels que le virus respiratoire syncytial (VRS) et les rhinovirus (RV),
doit rendre compte de la complexité de I'environnement respiratoire. Ainsi,
les modeles d’étude tissulaire en systeme Air-liquide et les organoides

respiratoires remplacent progressivement les cultures cellulaires en lignees - Tester les conditions d’infection par VRS et RV

2D. Pour autant, certains de ces systemes complexes sont difficilement (RV—C15 pour |eque| les modeles cellulaires sont
transposables pour des applications a large échelle (screening de drogues, |

études pharmacotoxicologiques...)

- Geénérer un modele d’organoides respiratoires avec
exposition exterieure apicale
a partir d'un pool de cellules primaires nasales
et fixer les conditions optimales d’agregation

actuellemment limités)

Méthodes

Production des organoides:

Des cellules de I'épithelium nasal d’un pool de 14 donneurs produits par la société
Epithelix ont été cultivées en T75 (milieu hAEC, Epithelix) 37°C 5% CO,. A confluence,
1.2x10° cellules ont été déposées dans chaque puit d’'une plague Aggrewell™400-24w
(Stemcell) en milieu Pneumacult™ apical-out airway organoid (AOAO Stemcell)3. Les
agrégats obtenus ont été transférés en plaque de culture 24 puits pour maturation avec

renouvellement de 50% du milieu tous les 3 jours jusqu’a J15.

Conditions d’infection:

Les organoides matures ont été filtrés (reversible strainer 37um, Stemcell) et infectés par B) Organoides obtenus apres 15 jours de maturation (Microscopie optique X100
un VRS-A marqué en fluorescence rouge (mcherry) (0.02 MOI) et un RV-C15 (0.2 MOI) en Caractéristiques des souches virales utilisées

milieu PneumacultTM AOAQ3, et transférés en plague 96 puits dans un volume final de _ VRS-A mcherry RV-C15

100ul. A J2 et J3, 50ul de surnageant ont été extraits (EasyMag Biomerieux) et le nombre
de copies de génome viraux a été quantifié par real-time RT-PCR en présence de standards

de références 4°.

A) Agrégats générés apres 2 jours en plaque Aggrewell™400 (Microscopie optique x40)

Lignées de production A549 Hela e8
TCID50/ml 2.81x10e6 1.58x10e5

Resultats
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Les conditions d’agrégation pour le pool de cellules utilisées sont optimales pour 4 jours d’agrégation, sans filtration

Le nombre moyen d’organoides générés par
plaque 24 puits était de 3090, avec observation
de battements ciliaires des J11, attestant de la
présentation apicale exterieure des cellules
épithéliales. Lobservation des organoides
produits a J7, J10 et J14 montrait une
production optimale en nombre moyen
d’organoides/puits (max 261 a J10) et sans
phénomene de fusion apres 4 jours en
Aggrewell™400 (Figure 1).

Les organoides supportent une infection par le VRS-A et le RV-C avec élévation du titre viral sur 3 jours
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Nombre d'organoides par puits

Fig1. Cinétique du nombre d’organoides moyen comptés par puits (n=3) a J7 (A), J10 (B) et J14 (C) selon la durée d’agregation (jours) /
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KFigZ. Evolution de la charge virale du surnageant des organoides

infectés par VRS-A (A), RV-C15 (B) n=1
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Apres transfert des organoides matures en plaque 96
puits, l'infection par le VRS-A mcherry a produit un titre
de 4.4 Log RNA cp/uL a 48h post-infection (pi) et stable a
72h (Figure 2.A). Les observations microscopiques
montraient également une fluorescence des organoides
infectés des J2 pi (Figure 3).

Pour le RV-C15, le titre viral obtenu a 72h pi était de 5.7
Log RNA cp/ulL avec un gain de plus de 2 Log entre le ler

/

et le 3eme jour pi (Figure 2.B).

K Fig3. Observations microscopiques a J2 pi j

Conclusions
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Ces resultats montrent la faisabilité de la production d’organoides respiratoires de polarisation inversée et permissifs
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