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magnétique

-KGF : Keratinocyte growth factor

-KLF4 : Kruppel like factor 4

-KRT: cytokératine

-LBA : Lavage bronchoalvéolaire

-MBP : Major Basic Protein

-MMP : Métalloprotéinéases matricielles

-NF-KkB : Nuclear Factor kB

-NGF : Nerve growth factor

-NKX2.1 : NK2 homebox 1

-N2: Diazote

-Oct3 : Octamer 3
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-Oct4 : Octamer 4

-0z : Dioxygene

-Pa0z: Pression partielle artérielle en O

-PCP : Planar Cell Polarity

-PCR : Polymerase Chain Reaction

-PDGF : Platelet-derived growth factor

-PEG : hydrogels de polyéthylene glycol

-pH : potentiel hydrogene

-PCO2: Pression partielle en dioxyde de
carbone

-PO2:Pression partielle en dioxygene

-PIIINP : Amino propeptide terminal du
pro-collagene de type Il

-RER : Réticulum endoplasmique
granuleux

-SCGB1A1 : Secrétoglobuline 1al

-SDS : dodécylsulfate de sodium

-SFTPC : Surfactant protein C

-SHH : Sonic hedgehog

-SOX : SRY-box transcription factor

-TBP : tri(n-butyl)phospa

-TGF- 31 : Transforming Growth Factor
B1

-Tw : Lymphocyte T helper

-TNF-a : Tumor Necrosis Factor o

-Trp63 : Transformation related protein
63

-VANGL?2 : VANGL planar cell polarity
protein 2

-VEGF : Vascular endothelial growth
factor

-WHWT : West Highland white terrier

-WNT : WNT family

-3D : Tridimensionnel
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INTRODUCTION

L’appareil respiratoire fait partie des appareils vitaux composant I'organisme,
son anatomie, son histologie et sa physiologie sont désormais bien connues. De
nombreuses maladies touchent cet appareil et certaines sont responsables de lésions
irréversibles. Dans ce cas, notre seule alternative consiste a tenter de limiter les effets et
la progression de la maladie. Parfois le seul traitement possible consiste en une
transplantation pulmonaire comme dans les cas séveres de bronchopneumopathie
chronique obstructive chez 'homme. L’'organisation mondiale de la santé prévoit que
cette maladie deviendra la troisieme cause de mortalité dans le monde en 2030 et la
quatriéme cause de mortalité en France. Or les donneurs d’organe ne sont pas assez
nombreux, la procédure est risquée et nécessite des traitements immunosuppresseurs
lourds qui augmentent le risque d’infection et de cancer. Dans les années 1980, Yuan-
Cheng Bert Fung introduit le nouveau terme d’ «ingénierie tissulaire ». Ce terme
regroupe les méthodes visant a produire des tissus vivants pour restaurer, améliorer,
maintenir ou étudier leurs fonctions, a partir de cellules en culture (1). Actuellement, les
constructions cutanées restent les produits d’ingénierie tissulaire les plus aboutis mais
de nombreux travaux sont réalisés sur d’autres organes et en particulier sur le poumon
(1). En 2008, la premiére transplantation de trachée issue de I'ingénierie tissulaire est
réalisée et apparait comme une révolution dans le domaine de la régénération tissulaire
(2). Depuis, cette technique se développe énormément et permet de créer des modeles
in vitro en trois dimensions afin d’étudier la pathogénie de certaines affections. Ces
modeles ont I'avantage de recréer 'architecture des tissus a la différence des cultures
cellulaires classiques en deux dimensions (3).

Les mammiferes domestiques sont eux aussi touchés par des maladies
pulmonaires séveres parfois difficiles a diagnostiquer et a traiter, souvent comparées
aux affections humaines alors qu’elles s’en distinguent par de petites spécificités. Dans
ce contexte, le développement de modeles tridimensionnels de poumon pourrait
permettre d’améliorer leur prise en charge ainsi que d’améliorer les méthodes de
comparaison entre ’homme et I'animal.

Ce travail a pour objectif d’expliquer les principes de la reproduction
tridimensionnelle d’organes et en particulier celle du poumon ainsi que les applications
qu’elle pourrait offrir en médecine vétérinaire au travers de plusieurs exemples de
maladies fréquemment rencontrées chez les mammiferes domestiques. Dans un premier
temps, une présentation de l'appareil respiratoire comprenant son développement
embryonnaire, son histologie et ses grands principes de fonctionnement sera faite. La
méthode d’élaboration d’'un modéle tridimensionnel du poumon sera ensuite explicitée.
Enfin plusieurs exemples de maladies de mammiferes domestiques seront exposés afin
de souligner I'intérét du développement de tels modéles.
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1. PRESENTATION DE L’ARBRE RESPIRATOIRE

1.1. LA MORPHOGENESE PULMONAIRE

Les poumons et la trachée son issus de 'endoderme. La différenciation des
poumons débute autour du 9¢me jour du développement embryonnaire chez la souris
avec I’évagination de cellules épithéliales qui aboutit a 'apparition de la trachée et de
deux bourgeons pulmonaires. Entre le 9¢me et le 13¢me jour de vie embryonnaire c’est le
début du développement embryonnaire des poumons et la trachée se sépare de
I'cesophage. Jusqu’au 16¢me jour, les bourgeons pulmonaires subissent un processus de
ramification poussé qui méne au réseau de division des voies respiratoires avec des
milliers de branches terminales. Ensuite des grappes de sacs épithéliaux se développent
avant d’évoluer en alvéoles. La maturation des alvéoles a lieu au stade de 1'alvéolisation
lors des premiers jours de vie (4).

Pendant tout le développent pulmonaire, le mésoderme interagit avec
I'’endoderme pour favoriser les ramifications évoquées précédemment et générer les
différents types cellulaires qui définissent le parenchyme pulmonaire.

1.1.1. La spécification de 'endoderme pulmonaire

De nombreux signaux de différenciation interviennent et interagissent au cours
du développement pulmonaire déterminant les premiers stades embryonnaires et
délimitant la zone de différenciation de cet organe. L’expression du facteur de
transcription NKX2-1 (NK2 homebox 1) est essentielle dans les étapes initiales de
développement des poumons et débute dans 'endoderme antérieur a partir du 9¢me jour
de vie embryonnaire chez la souris et des le 28¢me jour de gestation chez 'homme (4).
Les facteurs WNT2 et WNT2B (Wnt family member 2 et 2B) dans le mésoderme
adjacent stimulent la production de B-caténine qui elle-méme promeut I’expression du
facteur de transcription NKX2-1. Si les facteurs WNT2 et WNT2B ne sont pas
correctement exprimés, le facteur de transcription NKX2-1 est absent et ni la trachée ni
les poumons ne se différencient (5). Le facteur BMP4 (Bone Morphogenetic Protein)
réprime l'expression de SOX2 (SRY-box transcription factor 2) qui est un inhibiteur de
I'expression de NKX2-1. L’expression de BMP4 favorise donc I'expression de NKX2-1 (5)
(Figure 1). Ainsi dans un premier temps, la différenciation des poumons dépend de
I'expression de facteurs de transcription au niveau de I'’endoderme.
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Figure 1: Spécification et développement précoce de I'endoderme pulmonaire chez
I’homme (d’apreés (4))

1.1.2. Morphogenése des bronches et organisation de I’épithélium pulmonaire

La morphogenese des bronches fait intervenir la diffusion paracrine de
molécules issues du mésoderme et l'interaction entre les cellules et la matrice
extracellulaire. La morphogenése de ces ramifications est cruciale pour former a la fois
les voies de conductions de l'air et les alvéoles terminales. Ce procédé de différenciation
est déterminé génétiquement (4). Au cours du développement pulmonaire, la protéine
FGF10 (Fibroblast Growth Factor 10) est essentielle et est considérée comme le
morphogene le plus important pour la morphogenéese des ramifications pulmonaires.
Elle est exprimée dans le mésenchyme entourant les zones de développement de ces
ramifications. Une délétion ciblée du gene codant pour FGF10 résulte en une agénésie
compléete du poumon. L'expression de FGF10 est réprimée par 'expression des génes
SHH (Sonic Hedgehog) et BMP4 (4). L’expression de FGF10 apparait dans des zones
spécifiques du mésenchyme pulmonaire distal et est régulée par BMP4 et SHH.
FGF10 est également un agent mitotique important. Ce signal mitogénique est
nécessaire pour instiguer et initier le développement de nouvelles voies de conduction
de l'air. La localisation de l'expression de cette molécule mais également son niveau
d’expression interviendraient dans le développement des voies respiratoires (4). FGF10
joue un réle important dans la régulation de 'orientation des divisions cellulaires le
long de I'axe proximal-distal de développement des voies respiratoires en régulant
I'expression des facteurs Ras et Sprouty (4).
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De plus, la voie de signalisation PCP (Planar Cell Polarity), une branche de la voie
de signalisation WNT, est importante pour réguler la forme des cellules épithéliales
et donc a terme la forme des conduits respiratoires (4). Un défaut d’expression de
différents éléments de la voie PCP tels que Scribbled, CELSR 1 (cadherin EGF LAG
seven-pass G-type receptor 1) et VANGL2 (VANGL planar cell polarity protein 2) mene a
une défaillance du développement de I'épithélium pulmonaire (6). La voie PCP est
initiée par la liaison d'un ligand de la famille WNT a un récepteur Frizzled a la surface
d’une cellule. Les détails précis du mode d’action de cette voie de signalisation ne sont
pas encore totalement connus (6).

L'interaction entre les cellules et la matrice extracellulaire est primordiale
dans la structuration des voies respiratoires. Certaines protéines de la matrice comme la
fibronectine s’accumulent au niveau des points de ramification ce qui suppose que les
interactions entre les cellules et la matrice conduisent a la formation de nouvelles
ramifications (4). La fibronectine interagit avec les cellules via des récepteurs a
intégrines notamment celles de la famille 1 (4). L’épithélium est pseudostratifié dans
les premieres voies respiratoires alors qu’il est simple dans les alvéoles. Une étude de
2012 montre que la perte de l'intégrine 1 dans I'épithélium respiratoire mene au
développement d'un épithélium pluristratifié et non pseudostratifié et bloque le
déroulement de la morphogenése pulmonaire (7). Les épithéliums déficients en
intégrine 31 révelent une perte de la polarisation de leurs cellules (7). Leur role serait
donc a la fois d’éviter le développement d'un épithélium pluristratifié et de promouvoir
une polarité apicale-basale appropriée aux cellules épithéliales (7).

1.1.3. Les cellules progénitrices dans le développement de I'endoderme
pulmonaire.

Au cours de la formation des ramifications, différentes lignées cellulaires de
I'endoderme se développent le long de son axe proximal-distal. L’expression du géne
SOX2 marque la lignée progénitrice de l'endoderme proximal, alors que
I'expression combinée du gene SOX9 (SRY-box transcription factor 9) et du
régulateur de transcription ID2 (Inhibitor of DNA binding 2) marque la lignée
progénitrice de l‘'endoderme distal. Alors que les cellules proximales donnent
naissance aux cellules neuroendocrines, aux cellules sécrétrices, aux cellules ciliées
et aux cellules caliciformes, les cellules distales donnent naissance aux pneumocytes
de type 1 et de type 2 (8).

Les cellules de I'endoderme exprimant le facteur de transcription NKX2-1, sous
I'influence de WNT2 ou FGF10 exprimés dans le mésenchyme, sont amenées a se
différencier en cellules du tissu pulmonaire. Elles donnent alors naissance a la fois a des
cellules progénitrices exprimant SOX2 et SOX9/ID2, proximalement et distalement
respectivement qui vont se différencier (4). La capacité de différenciation de ces cellules
évolue avec le temps. Par exemple les cellules exprimant ID2 sont capables de se

23



différencier en cellules de 1‘épithélium alvéolaire ou de I'épithélium des voies de
conduction de l'air au début du développement embryonnaire alors qu’'en fin de
gestation elles ne produisent que des pneumocytes (9). Les mécanismes qui régulent ces
modifications de capacité de différenciation au cours du temps sont encore mal connus,
mais impliqueraient des changements dans l'expression et l'activité des voies de
signalisation et des facteurs de transcription intervenant dans le développement du
parenchyme pulmonaire (4).

1.1.4. Les cellules progénitrices dans le développement du mésoderme
pulmonaire

Le mésoderme pulmonaire est une source importante de signaux paracrines
comme FGF10 et WNT2 déja évoqués. Ces signaux sont essentiels a la réalisation de
multiples processus au cours du développement des poumons, notamment leur action
sur les premieres cellules progénitrices de '’endoderme, la prolifération des cellules
épithéliales ainsi que leur différenciation. Des ramifications pulmonaires, induite par le
mésenchyme distal du poumon, au niveau de la trachée peuvent étre obtenues par
reconstruction (10). Le mésoderme joue donc un role important dans le
développement correct de I'endoderme. Le poumon mature contient de nombreux
types cellulaires issus du mésoderme, comme les cellules musculaires lisses, les
cellules endothéliales, les péricytes ou encore les fibroblastes alvéolaires et les
lipofibroblastes (4).

1.1.5. Mécanismes moléculaires sous-jacents au développement pulmonaire

De nombreux facteurs de transcription interviennent, dont certains font partie de
la famille des homéoboites (séquence d’ADN qu’on retrouve dans certains genes
essentiels au développement embryonnaire) comme NKX2-1. Ce facteur de transcription
interagit avec d’autres facteurs de régulation pour affecter I'expression de différents
genes. L'un de ces facteurs de régulation est GATA6 (Gata binding protein 6), qui fait
partie de la famille des GAT (11), des protéines en doigts de zinc. GATA6 est fortement
exprimée au cours du développement de I'endoderme et du muscle lisse vasculaire du
poumon (11). Les facteurs de transcription de la famille FOX (Forkhead boxes) sont
également tres présents lors du développement pulmonaire .Une perte de leur
expression meéne a des défauts de différenciation, notamment des pneumocytes de
type 2, et des cellules sécrétrices et ciliées des voies de conduction (12). Les facteurs
de transcription de la famille des ETS interviennent dans la régulation du
développement de I'épithélium pulmonaire, en particulier de I'épithélium alvéolaire
mais aussi dans la différenciation des cellules caliciformes (13).

24



Des mécanismes épigénétiques tels que des acétylations, des méthylations,
des phosphorylations ou encore l'ubiquytilation de certains acides aminés précis des
histones ont aussi été mis en évidence et seraient des facteurs clefs pour la régulation
du développement pulmonaire (4)(14). Une acétylation de la queue de I'histone favorise
la transcription du gene alors qu'une désacétylation entraine un arrét de la transcription
du gene concerné. Par exemple la perte d’activité de certaines désacétylases dans
I’épithélium meéne a une réduction de l'expression du gene SOX2 et empéche la
différenciation de nombreuses lignées cellulaires proximalement. (14)

Il a été montré que I’hyperoxie au cours de la phase néonatale diminue I'activité
de certaines désacétylases, ce qui mene a une hyperplasie de I'épithélium alvéolaire et
donc a un défaut de l'alvéolisation (15). Des facteurs environnementaux
interviennent donc dans le développement du parenchyme pulmonaire (15).

Les micros ARN (Acide ribonucléique), qui sont une classe de courtes séquences d’ARN
non codants, inhibent la traduction des génes en dégradant les ARN messagers ou en
empéchant leur transcription. Ces micros ARN (miR17~92, miR106b~25,
miR106a~363, miR302~367 par exemple) sont exprimés dans I'épithélium
pulmonaire et dans le mésoderme. Une perte de ces micros ARN lors du
développement entraine un défaut dans I'apparition des ramifications et dans le
développement des structures épithéliales qui menent ensuite a une mort périnatale
(16) (17).

Le développement harmonieux des différents types cellulaires résulte ainsi
de nombreuses interactions complexes entre différents types de messages,
incluant I'expression de facteurs de transcription comme NKX2-1, de facteurs
comme WNT, BMP4, FGF10, la p-caténine, des micro-ARN ainsi que des
mécanismes épigénétiques et des facteurs environnementaux.

1.1.6. Mécanismes de régénération du systéme respiratoire soumis a de multiples
agressions

Le poumon fait partie des organes avec une certaine capacité de régénération
en cas de lésion et a I'état physiologique. Il n’est pas comme I'épiderme, I'intestin ou le
systéeme hématopoiétique qui disposent de grande capacité de régénération avec un fort
taux de renouvellement physiologiquement et une hiérarchie dans les cellules souches
bien définie, ni comme le cceur ou I’encéphale qui ont au contraire tres peu de cellules
souches et qui ne disposent des lors que d’'une capacité de réparation tres réduite (4).
Les mécanismes et les cellules mis en jeu varient selon le tissu et I'étage du de I'appareil
respiratoire qui sont impliqués.
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La capacité des tissues a répondre a une lésion peut étre divisée en trois
catégories (4). La premiere, s’appuie sur la composition et I'organisation de différentes
régions de I'épithélium respiratoire qui comprennent donc des populations de cellules
épithéliales distinctes qui fonctionnent comme des cellules souches adultes, définies
par leur capacité a effectuer leur auto-renouvellement et donner naissance a
différentes types cellulaires au cours du renouvellement physiologique ou du
remplacement cellulaire apres une lésion. La seconde s’appuie sur le fait que les cellules
pulmonaires avec une activité progénitrice ne sont pas nécessairement
indifférenciées. En particulier, les cellules basales Trp63+* (transformation related
protein 63) dans I'épithélium pseudostratifié muco-ciliaire ont une structure assez
simple mais les pneumocytes de type 2 et les cellules Club qui sont hautement
différenciées et présentent une activité de synthése et de sécrétion intenses sont
également connues pour étre des cellules souches régénératrices du tissu pulmonaire a
I’état adulte. La troisieme consiste a considérer que lors de dégats tissulaires, les cellules
épithéliales porteuses de marqueurs d'un certain type de cellules différenciées peuvent,
dans certaines circonstances, changer leur phénotype et exprimer de maniere
transitoire ou durable les marqueurs caractéristiques d’'un autre type cellulaire (18).
Dans certains cas, ce changement de phénotype implique un processus de
dédifférenciation vers une cellule intermédiaire moins spécialisée, pluripotente et
capable de proliférer, suivie d'une nouvelle différenciation. Dans d’autres cas il serait
possible qu’il n’y ait pas d’étape de dédifférenciation et que le changement de
phénotype opere directement. On parle de plasticité phénotypique et ce processus
n’est pas propre a I'épithélium pulmonaire mais est aussi retrouvé dans d’autres tissus
(18). Enfin le processus mis en jeu peut étre fortement influencé par le type de 1ésion, si
celle-ci est aigue ou chronique, et si elle implique une réponse inflammatoire ou
immunitaire.

La trachée et les bronches principales présentent un épithélium pseudostratifié
dont une population de cellules souches basales exprime a la fois le facteur de
transcription Trp63 et la cytokératine KRT5. Ces cellules sont a la fois capables de
régénérer les cellules ciliées et les cellules sécrétrices de la trachée en cas de 1ésion.
Ce processus est controlé en partie par le signal Notch qui favorise la différenciation
en cellule sécrétrice et inhibe celle en cellule ciliée (19) (20). L’'implication des cellules
souches basales Trp63*/KRT5* est aussi suspectée dans la régénération de
I’épithélium alvéolaire distal lors de Iésions importantes (21). Ces cellules migreraient
dans les régions périphériques avant de se différencier en cellules de I'épithélium
alvéolaire (21). Cependant, aucune étude ne fait la distinction entre l'activation de
cellules souches comme les cellules souches basales et I'activation de 'expression de
facteurs qui déclencherait 'expression des génes Trp63 et KRT5 dans des lignées
cellulaires différentes des cellules souches basales. Lors d’'une atteinte de I'épithélium,
les cellules basales survivantes proliféerent. Elles donnent naissance a une population
de cellules progénitrice KRT8* qui se différencient ensuite en cellules sécrétrices et
en cellules ciliées. Si les cellules basales sont détruites, ce sont les cellules sécrétrices
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qui se dédifférencient en cellules basales qui redonnent alors naissance aux différentes
cellules de I'épithélium (22). Cependant, on ne sait pas encore si toutes les cellules
basales ont cette capacité de régénération et de différenciation ou s’il existe des sous-
groupes de cellules quiescentes.

Dans la région des bronchioles, I'épithélium est composé de cellules cuboides
ciliées FOX]J1* (Forkhead box ]J1) et de cellules neuroendocrines, ainsi que des
cellules sécrétrices dont des cellules Club contenant des vésicules avec des
secrétoglobulines SCGB1A1 (Secretoglobin family 1A member 1). Ces cellules Club
montrent des capacités d’auto-renouvellement ainsi que la capacité de générer des
cellules ciliées. Elles peuvent donc étre considérées comme des cellules souches a long-
terme (23). Il existe aussi des cellules SFTPC* (Surfactant protein C)/SCGB1A1+*
localisées a la frontiére entre les bronchioles et les alvéoles appelées cellules
souches bronchioalvéolaires et qui sont suspectées participer a la régénération des
régions bronchiolaires et alvéolaires en cas de lésion.

Dans les alvéoles, les pneumocytes de type 2 sont capables de s’auto
régénérer mais agissent également comme cellules progénitrices des pneumocytes de
type 1, aussi bien au cours du renouvellement cellulaire naturel, qu’a la faveur d’'une
lésion (24). Apres la naissance, les pneumocytes de type 1 proviennent d’'une rare
population de pneumocytes de type 2 matures capables de se régénérer (25). Cette
capacité de régénération des pneumocytes 1 par les pneumocytes 2 est activée lors
de l1ésion des pneumocytes 1 alors que 'auto-régénération des pneumocytes 2 serait
induite par des signaux incluant la protéine EGF (Epithelial Growth Factor) (25).
Seulement 1% des pneumocytes 2 matures aurait cette capacité de régénération et
différenciation et se diviserait uniquement de maniére intermittente et locale,
menant a un taux de régénération d’'une alvéole d’environ 7% par an (25). Cependant en
cas d’atteinte majeure du poumon telle qu'une pneumectomie, la plupart des
pneumocytes 2 disposerait de capacité de régénération et aurait donc une capacité
latente de régénération selon les conditions (25) (Figure 2). Si les pneumocytes 2 sont
la cible au cours d’une 1ésion, les survivants sont capables d’entreprendre une expansion
clonale dont les cellules filles se dispersent dans les alvéoles voisines par migration
active (24). Il est également supposé, qu’en cas de stress trop important ou lors de leur
vieillissement les pneumocytes 2 ne sont plus capables de se renouveler ou de générer
des pneumocytes 1; Ils générent un signal de prolifération fibroblastique (facteurs de
croissance et cytokines entre autre) ce qui aboutit a une fibrose pulmonaire (26).
Enfin, le développement alvéolaire n’est pas terminé a la naissance et leur surface et leur
nombre augmentent considérablement pendant des semaines chez la souris voire des
mois chez '’homme avec notamment la formation de septum secondaires.

Les forces mécaniques et le stress physique sont des régulateurs clefs du

développement, de la maintenance et de la réparation alvéolaire (27)(28). Si I'on
retire un seul lobe pulmonaire chez une souris, il en résulte une croissance des lobes
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restants (29), il n’y a pas de formation de nouveaux lobes mais il y a une augmentation
considérable du nombre d’alvéoles dans les lobes présents avec formation de nouveaux
septums. La récupération de la capacité respiratoire se fait en 2 a 3 semaines chez les
rongeurs. Plusieurs voies de signalisation sont soupgonnées intervenir dans cette
croissance alvéolaire, notamment EGF et KGF (Keratinocyte growth factor) (30) (31).
L’EGF module la maturation et la régénération de I'épithélium et KGF induit la
prolifération des pneumocytes de type Il et des cellules épithéliales bronchiolaires.
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Figure 2: Les cellules progénitrices régionales participent a la réparation et a la
régénération de I'épithélium pulmonaire (d’apres (4))

Egalement, FGF10 produit par les cellules du mésoderme de la partie distale du
poumon intervient chez I'adulte et permet le développement de nombreuses structures
du mésenchyme, notamment les cellules musculaires lisses et les lipofibroblastes
alvéolaires, en particulier lors de réparation apres une 1ésion (32) (33).
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Finalement le poumon dispose d’'une certaine capacité de réparation.
L'implication des pneumocytes de type II, des cellules souches basales, des
cellules Club déja présentes physiologiquement et montrant des capacités de
régénération du parenchyme pulmonaire est une piste a investiguer dans
I’élaboration d’'un modeéle tridimensionnel de poumon mais les conditions
environnementales ne doivent pas non plus étre négligées lors de I’élaboration
de ces modeles.

1.2. ANATOMIE ET HISTOLOGIE DE L’APPAREIL RESPIRATOIRE

1.2.1. La trachée.

La trachée est un tube impair béant flexible qui fait suite au larynx dans la
région de la gorge puis qui chemine dans I’encolure et enfin dans le médiastin cranial
puis moyen. Elle se termine au dessus du cceur, par la carene, en deux bronches
principales, droite et gauche. Les dimensions de la trachée varient en fonction des
especes (Tableau I). Son diametre augmente lors de 'exercice physique, de la toux ou
selon si I'encolure est en flexion ou en extension. Son diametre est régulier sur toute sa
longueur sauf a I’entrée dans la poitrine ou il est 1égerement diminué. Elle est aplatie
dorso-ventralement chez les porcs, les chevaux, les chiens, les chats et les lapins alors
qu’elle I'est latéro-latéralement chez les ruminants. Ces différences interspécifiques sont
a prendre en compte dans la réalisation de modeles de trachée. En effet, le diameétre, la
longueur et la forme varient et sont adaptés a chaque espece.

Tableau I : Comparaison de la longueur et du diamétre de la trachée chez différentes
espeéces. (d’apres (34))

Especes
Cheval Bovin Chien Chat Homme
Longueur (cm) 79-80 55-65 25 8 11-13
Diameétre (cm) 5 5 1,6-1,7 0,5 1-2,5

La trachée est composée de trois couches : une muqueuse, une sous muqueuse
et une adventice. La plus centrale est une muqueuse de type respiratoire avec un
épithélium pseudostratifié cylindrique cilié, des cellules caliciformes, des cellules
souches épithéliales. Le chorion est riche en fibres élastiques, en glandes
mugqueuses et séreuses, en cellules lymphoides et en nerfs. La couche intermédiaire
est une sous muqueuse, tunique fibro-élastique dans laquelle se trouvent des
anneaux incomplets de cartilage hyalin en forme de U, une bande de muscle lisse,
appelée muscle trachéal, compléte le U sur la face dorsale de la trachée afin de lui
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donner sa forme cylindroide. La tunique fibro-élastique constitue les ligaments
annulaires que I'on retrouve entre chaque anneau de cartilage. Elle permet une certaine
dilatation de la trachée en cas d’effort physique par exemple, alors que la bande
musculaire s’oppose a une dilatation excessive qui peut avoir lieu lors de la toux.
Enfin la tunique la plus externe de la trachée est I'adventice, il s’agit d’'un tissu
conjonctif lache péri-trachéal composé de collagene et de fibres élastiques (35)
(Figure 3).
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Figure 3 : Structure d’une trachée humaine (d’aprés (36)) A : Structure de la trachée
humaine ; B : différentes parties d'une trachée humaine : (a) échantillon de trachée humaine, (b)
échantillon de cartilage, (c) tissu fibro-élastique, (d) muscle trachéal
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Le réle principal de la trachée est de conduire I'air depuis I'appareil respiratoire
supérieur jusqu’aux bronches. Elle permet également de réchauffer et d’humidifier
I'air inspiré et a un role de protection de I'appareil respiratoire inférieur. En effet, les
cellules caliciformes de la muqueuse produisent du mucus contenant des
immunoglobulines A (IgA), du lysozyme, de la lactoferrine et des peroxydases. Ce
mucus retient les débris de 2 a 10um qui remontent dans l'appareil respiratoire
supérieur grace a I’ascenseur muco-ciliaire avant d’étre expectorés ou déglutis (35).

Le muscle trachéal recoit une innervation motrice parasympathique
provenant d’'un rameau trachéal du nerf laryngé récurrent et d’'un rameau trachéal du
nerf vague. Les cellules caliciformes et les glandes muqueuses recoivent une
innervation excitatrice motrice des nerfs sympathiques et du nerf vague (37). La
trachée est vascularisée par des ramifications issues de I'artere carotide (35).

1.2.2. Les bronches.

Les bronches sont des conduits aériferes qui font suite a la trachée. La trachée
débouche dans deux bronches principales, gauche et droite, qui pénetrent chacune dans
un des poumons. Cette bifurcation se fait a la hauteur du cinquiéme espace intercostal
chez toutes les especes sauf chez le cheval chez qui elle peut atteindre le sixieme espace
intercostal. La bronche droite est plus large que la gauche. Ces bronches se divisent
ensuite en ramifications primaires et secondaires. Les ramifications primaires
correspondent aux bronches lobaires chacune débouche dans un lobe pulmonaire.
Les poumons de tous les mammiferes domestiques sont divisés en lobes, séparés par
des fissures profondes sauf le cheval dont les lobes ne sont pas distinguables. Chez
I'homme, il y a trois bronches lobaires a droite, correspondant aux trois lobes du
poumon droit : le lobe cranial, le lobe moyen et le lobe caudal et deux a gauche, pour le
lobe cranial et pour le lobe caudal. Le lobe moyen gauche est desservi par une bronche
segmentaire. Chez les animaux, le poumon droit présente un lobe supplémentaire
appelé lobe accessoire et desservi par une bronche lobaire du méme nom et le lobe
moyen du poumon gauche est lié a une bronche lobaire moyenne et non a une bronche
segmentaire. Chaque bronche principale et lobaire est accompagnée d’une artére et
d’'une veine pulmonaire, ainsi que d'une artere bronchique (37). Les bronches
lobaires se subdivisent en bronches segmentaires latérales, médiales, ventrales et
dorsales qui approvisionnent chaque territoire broncho-pulmonaires en air (38) (Figure
4).
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Lobe cranial
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Figure 4 : Organisation de I'arbre bronchique. A : Lobation pulmonaire et organisation de
I'arbre bronchique des mammiferes excepté 'homme ; B : Organisation de 'arbre bronchique chez
I'homme (d’apres (39))(1) Trachée ; (2) Bronche principale droite;(3) Bronche principale gauche ; (4)
Bronche lobaire craniale droite ; (5) Bronche lobaire moyenne droite ; (6) Bronche lobaire caudale droite ;
(7) Bronche lobaire craniale gauche ; (8) Bronche lobaire caudale gauche ; (9) Bronches segmentaires.
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Les bronches principales et lobaires ont une structure similaire a celle de la
trachée sauf qu’elles présentent un anneau complet de cartilage. Les bronches
segmentaires ne présentent plus un épithélium pseudostratifié cilié comme celui de la
trachée mais un épithélium cylindrique cilié. L’épithélium contient de moins en moins
de cellules caliciformes avec la diminution du diameétre des bronches. A la jonction
entre la muqueuse et la sous muqueuse, il existe une couche épaisse de cellules
musculaires lisses, appelée muscle de Reissessen, qui permet la contraction des
bronches en cas d’irritation. La sous-muqueuse contient de moins en moins de glandes
séro-muqueuses avec la diminution du calibre des bronches (Figure 5) (Figure 8). Les
dernieres subdivisions n’en contiennent plus sauf chez le chat.

Rhesus Monkey Swiss-Webster Mouse

Figure 5: Comparaison de I'organisation cellulaire de différents étages de I'appareil
respiratoire entre singe et souris (d’aprés (40)). (A et D trachée, B et E bronches principales, C et
F bronchioles) d’un singe rhésus male (A a C) et d'une souris Swiss Webster male (D a F) L’épithélium est
plus complexe et plus haut dans les premieres voies respiratoires chez le singe par rapport a la souris. Le
muscle lisse occupe une plus grande partie de I'interstitium chez le singe par rapport a la souris a tous les

étages. Coloration bleu de toluidine.
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1.2.3. Les bronchioles et les sacs alvéolaires.

Les bronchioles font suite aux bronches et sont les derniers éléments
conducteurs de 'air avant qu'’il n’arrive dans les canaux alvéolaires qui s’ouvrent sur les
sacs alvéolaires ou ont lieu les échanges gazeux. On distingue les bronchioles, les
bronchioles terminales puis respiratoires. Au fur et a mesure de cette dichotomie, le
diametre des différentes structures diminue, pour atteindre environ 0,5 mm au niveau
des bronchioles respiratoires (5). Chaque bronchiole respiratoire engendre entre deux
et dix canaux alvéolaires. Les sacs alvéolaires sont les terminaisons aveugles (cul de
sac alvéolaire) dans lesquelles se trouve la barriére air-sang permettant les échanges
gazeux. Chez 'homme, le nombre d’alvéoles est estimé a 150 millions par poumon et
leur diametre varie de 100 a 300 um selon les mouvements respiratoires.

Dans les bronchioles, la paroi est plus mince et I'épithélium devient cubique,
simple, cilié, sans cellule caliciforme, la sous muqueuse ne contient plus ni cartilage ni
glande. Le muscle bronchique est trés développé et sa contraction peut occlure
completement la lumiere de la bronchiole. Les Cellules Club apparaissent a I'étage
bronchiolaire et deviennent de plus en plus nombreuses au fur et a mesure des divisions
de 'arbre aérifere. Chez 'homme, elles représentent 11% des cellules de I'épithélium
des bronchioles terminales et 22% de celui des bronchioles respiratoires (41) (Figure 5,
Figure 8). Les cellules Club contiennent de nombreuses vésicules de sécrétion et
interviennent dans la production d'une partie du surfactant (notamment les protéines
du surfactant -A, -B et-D). Les cellules Club sont des cellules non ciliées qui présentent
un déme au pole apical qui fait protrusion dans la lumiére des bronchioles. Leur noyau
se trouve au pole basal. Elles contiennent de nombreuses vésicules de sécrétion et
mitochondries, ainsi qu’un réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi développés.
Toutes ces structures sont le signe d’'une intense synthése protéique et de leur
excrétion a l'extérieur de la cellule, dans la lumiere des bronchioles (Figure 6). Les
cellules Club expriment la protéine SCGB1A1l: une protéine de 10 kDa qui leur est
spécifique et qui permet de les distinguer par immunohistochimie, des protéines a
action pro ou anti-inflammatoire, des protéases, des peptides anti microbiens, les
protéines A, B et D du surfactant qui tapisse 1'épithélium des voies respiratoires
profondes (42). Elles participent a la biotransformation de nombreux composés
toxiques et dangereux introduits dans les poumons par I'air inhalé grace au cytochrome
P450 et aux mono-oxygénases ; notamment, le furane, les hydrocarbures, le naphtalene,
la fumée du tabac et de nombreuses autres substances (43). Enfin, les cellules Club
interviennent dans le renouvellement de I'épithélium, aussi bien en cellules Club qu’en
cellules épithéliales ciliées, en pneumocytes de type I ou II (42). La contribution de ces
cellules a la prolifération cellulaire est de 15 % dans les bronchioles terminales et de
44% dans les bronchioles respiratoires, chez 'homme (41). Le signal qui stimule leur
différenciation, lors de la régénération physiologique ou bien d’attaque de I'épithélium
bronchiolaire, est la cadhérine E (44).
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Figure 6 : Cellules Club observées au microscope électronique (d’apreés (42)). A: Epithélium
d’une bronche principal de rat observé au microscope électronique a balayage montrant des cellules Club
(fleches blanches) entourées de cellules ciliées. B: Cellule Club d'une bronchiole terminale observée au
microscope électronique a transmission révélant de nombreuses mitochondries (M), des granules de
sécrétion (S), le réticulum endoplasmique granuleux (RER) et le noyau en position basale (N).

Les canaux alvéolaires sont formés de tissu conjonctif constitué de fibres de
collagene ou élastiques et de quelques cellules musculaires lisses.

Dans les alvéoles, on trouve un épithélium spécifique, trés fin dont I'épaisseur
ne dépasse pas 250 nm, constitué de pneumocytes de type I et de type II. La surface de
cet épithélium est recouverte de surfactant. La transition entre 1’épithélium des
bronchioles respiratoires et celui des alvéoles est abrupte. De plus, Il existe une tres fine
couche aqueuse comprise entre le surfactant et I’épithélium alvéolaire, appelée
hypophase. Ce sont les pneumocytes II qui sont responsables de la régulation de
I’hypophase, notamment sa concentration en Ca2* et son pH. Elle est considérée comme
un milieu de réaction pour les processus biochimiques extracellulaires, notamment les
modifications extracellulaires du surfactant (45). Les pneumocytes de type I sont de
grandes cellules aplaties qui constituent la barriére alvéolo-capillaire tres fine (46).
Elles sont liées entre elles par des jonctions serrées, et représentent 95 % de la surface
de I'épithélium alvéolaire mais seulement 40% des cellules de cet épithélium. Elles
contiennent trés peu voire aucun organite autre que le noyau, ce qui permet de
maintenir leur extréme finesse. On considere qu’elles se différencient a partir des
pneumocytes II. La membrane basale liant les pneumocytes I de I'épithélium alvéolaire
et la cellule endothéliale des capillaires est tres fine, ce qui permet de réduire I'épaisseur
des septum alvéolaire et favorise ainsi la diffusion rapide de I'oxygene et du dioxyde de
carbone. Les pneumocytes Il ont une durée de vie d’environ 120 jours. II constituent les
60 % de cellules restantes mais ne représentent que 5 % de la surface de I'épithélium.
Ce sont des cellules cuboides. Elles synthétisent et sécretent le surfactant qui permet
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de diminuer la tension superficielle et évite le collapsus des alvéoles lors de
I'expiration, ainsi que des molécules permettant la défense de I'épithélium alvéolaire :
lysozyme, plasmalogéne, cathepsine H (45). Ainsi, contrairement aux pneumocytes de
type I, elles contiennent de nombreux organites (mitochondries, réticulum
endoplasmique granuleux, appareil de golgi, vésicules de sécrétion) en lien avec leur
intense activité métabolique. Ces cellules ont un potentiel de prolifération, ce sont les
cellules souches de I'épithélium alvéolaire. En effet, ils peuvent servir de cellule
progénitrice pour les pneumocytes [ selon les signaux opposés donnés par le
Transforming Growth Factor 1 (TGF-f1) et le BMP (47). De plus, ces cellules
interviennent dans le transport de Na* et jouent ainsi un réle dans ’homéostasie des
fluides alvéolaires. Il existe des pompes Na*/K* ATP dépendantes et des canaux Na*, qui
permettent de créer un gradient osmotique utile pour la réabsorption des fluides, ce qui
contribue a maintenir une environnement relativement sec dans les alvéoles (48).

Entre deux alvéoles, se trouve un septum inter-alvéolaire dans lequel se
trouvent les capillaires sanguins qui permettent les échanges air-sang. Il s’agit du
réseau capillaire le plus riche de tout le corps. La barriere de diffusion air-sang mesure
0,2 um et est constituée du surfactant, de I'’hypophase, de I'épithélium alvéolaire
(pneumocytes I), d’'une tres fine membrane basale et du cytoplasme des cellules
endothéliales des capillaires sanguins. Le transport des substances au travers des
cellules endothéliales se fait par diffusion simple, par des vésicules ou bien par passage
entre les cellules. Ces cellules endothéliales doivent étre trés fines pour permettre les
échanges gazeux entre les alvéoles et le sang mais également suffisamment résistantes
pour supporter une augmentation de la pression artérielle pulmonaire durant un
exercice physique intense par exemple. Cette résistance est permise par la lame basale
qui lie la cellule endothéliale a la cellule de I'épithélium alvéolaire adjacente (Figure 7,
Figure 8) (49).

Les capillaires sanguins qui irriguent les alvéoles sont issus des artérioles
pulmonaires. Enfin, quelques macrophages sont libres dans les alvéoles, Ils permettent
de lutter contre les bactéries et les particules inhalées. Ils dérivent des monocytes
sanguins qui ont passé la barriere alvéolo-capillaires.

Les alvéoles ont une forme polygonale lors de I'inspiration et sont ondulées voire
recroquevillées lors de I'expiration (49). L’interstitium alvéolaire représente la partie la
plus épaisse de la paroi alvéolaire, il contient des fibroblastes, du collagene et des fibres
élastiques. Il contient tres peu de fluides interstitiels car la pression oncotique des
capillaires alvéolaires est trés élevée afin de maintenir ces fluides interstitiels au
minimum et conserver une barriere alvéolo-capillaire la plus fine possible (49).

Le surfactant est constitué de 90 % de phospholipides, majoritairement des

acides gras saturés et de 10 % de protéines dont les protéines A, B, C et D du surfactant.
Le surfactant constitue une fine couche qui recouvre la surface alvéolaire. Il permet la

37



régulation de la tension superficielle, évitant que les surfaces n’adherent I'une a I'autre
lors d’un collapsus, le blocage du passage de fluides au travers de la barriéere alvéolo-
capillaire contribuant a éviter les oedémes et la défense de l'alvéole grace aux
protéines A et D, des collectines, qui peuvent adhérer a la surface de différents
pathogenes et agir comme des opsonines, facilitant I'élimination par les macrophages
alvéolaires (45). Les composants du surfactant sont synthétisés, puis stockés dans des
organites spécifiques dans les pneumocytes II, appelés corps lamellaires, avant d’étre
exocytés. L’exocytose est régulée par différents stimuli, mécaniques ou chimiques.

Ces composants sont recyclés par les pneumocytes II, ainsi chaque composant est
réutilisé plusieurs fois pour synthétiser du surfactant avant d’étre éliminé par les
macrophages alvéolaires (45).

Fibre élastique

Fibre de collagéne \‘

Pneumocyte de type I

Membrane basale

Cellule endothéliale Macrophage

Alvéole

Pneumocyte de

) type Il

Figure 7: Schéma de I'organisation cellulaire d’'une alvéole
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Figure 8: Composition cellulaire et fonctions de I’épithélium des différentes régions du
poumon (d’apres (44))

Ainsi l'appareil respiratoire profond est composé de nombreux types
cellulaires tres différenciés qui présentent chacun des réles précis indispensables a
la fonction respiratoire. Cependant, malgré cette différenciation poussée, il semble
que certaines de ces cellules soient douées d’'une capacité de dédifférenciation, ce qui
laisse entrevoir des possibilités de régénération pulmonaire pouvant servir a
1 élaboration d’'un modéele tridimensionnel de cet organe.
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1.3. PHYSIOLOGIE DU POUMON.

1.3.1. La mécanique respiratoire

Le cycle respiratoire est constitué de deux phases: l'inspiration, suivie de
I'expiration. La capacité a faire entrer l'air dans les poumons lors de l'inspiration et a
I'en faire ressortir lors de I'expiration repose sur le gradient de pression entre la
pression atmosphérique et la pression intrapulmonaire (Figure 9).

Pression atmosphérique
(760mmHg)

Plévre pariétale
Plévre viscérale

Pression
transpulmonaire

760-756= 4 mmHg Cavité pleurale

Paroi thoracique

Poumon
Pression intra-
pleurale
756 mmHg Pression intra
(-4mmHg) alvéolaire
760 mmHg Dpiage
(0 mmHg)

Figure 9: Relation entre la pression intrapulmonaire et la pression intrapleurale. La
pression alvéolaire change selon les différentes phases du cycle.

Les poumons sont liés aux parois thoraciques par les plevres, leur permettant de
suivre les mouvements et les modifications de volume du thorax. La contraction et le
relachement du diaphragme et des muscles du thorax, notamment les muscles
intercostaux, permettent de créer des modifications de la pression de l'air dans les
poumons et ainsi d’assurer le cycle respiratoire. Lors de l'inspiration, le diaphragme se
contracte, ce qui provoque son abaissement, le volume thoracique augmente et la
pression intra-pulmonaire diminue et devient inférieure a la pression atmosphérique,
permettant I'entrée d’air dans les voies respiratoires. C’est I'inverse qui se produit lors
de I'expiration. L’expiration est donc la phase passive du cycle respiratoire alors que
I'inspiration est dite active (Figure 10).

40



Inspiration Expiration

Cavité thoracique
étendue —_—

Muscles intercostaux
externes contractés

Cavité thoracique,~-
réduite

Muscles
intercostaux
externes

Diaphragme relachés

g - - -

lachement
du
diaphragme diaphragme

Figure 10: Inspiration et Expiration. L’inspiration et I'’expiration se produisent grace a
I’expansion et a la contraction de la cavité thoracique, respectivement

Le volume courant correspond au volume total inspiré et expiré (450 a 500 ml
chez I'homme). L’espace mort anatomique correspond aux régions de l'appareil
respiratoire ou aucun échange gazeux ne peut avoir lieu, c’est-a-dire les voies de
conduction de I'air, depuis les ouvertures nasales et buccales jusqu’aux bronchioles des
deux poumons (150 ml chez 'homme). Il faut donc que les voies conductrices ne
soient pas trop étroites pour limiter les résistances et les turbulences mais pas
trop larges pour limiter I'espace mort anatomique. Ainsi, le volume d’air qui atteint
les alvéoles est le volume courant inspiratoire moins I'espace mort anatomique ; chez
I’'homme, il est de 300ml. En multipliant ce volume par la fréquence respiratoire, on
obtient la ventilation alvéolaire. L’espace mort total correspond a l'espace mort
anatomique plus I'espace mort alvéolaire. Ce dernier correspond aux alvéoles qui ne
sont pas desservies par des capillaires ou bien aux alvéoles qui sont obstruées. Cet
espace mort augmente si de nombreux capillaires sont endommagés ou détruits par une
pathologie comme I'emphyseme (49).
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On définit également la compliance qui est un parametre primordial pour
I'efficacité du cycle respiratoire. Elle correspond a l'inverse de la rigidité et reflete la
capacité d’extension du poumon. Elle est mesurée par la pression nécessaire pour
gonfler un poumon jusqu’a un volume donné. La principale origine d’'une diminution de
la compliance pulmonaire est une destruction des fibres élastiques dans la paroi
alvéolaire et leur remplacement par du tissu fibreux cicatriciel. Une diminution de la
compliance augmente le colit énergétique de la respiration et diminue la ventilation
alvéolaire, ce qui entraine une modification du ratio ventilation/perfusion. Les
oedemes pulmonaires, les spasmes bronchiques ou encore les maladies obstructives
pulmonaires chroniques sont responsables d’'une diminution de la compliance (49).

Afin que la respiration soit efficace il convient que I’écoulement de l'air dans les
voies respiratoires soit laminaire. L’écoulement devient turbulent seulement en cas
d’hyperpnée (comme lors d'un exercice physique important) et seulement dans la
trachée et dans les premieres générations de bronches. Des tourbillons peuvent
également apparaitre lorsque la paroi est irréguliere a cause d’'une accumulation de
mucus ou une cicatrice par exemple. Dans le cas ou les zones de turbulences et de
tourbillons seraient étendues (inflammation diffuse de la muqueuse par exemple
menant a une obstruction des voies conductrices de l'air et a de la dyspnée), des hauts
gradients de pression seraient nécessaires pour maintenir le flux d’air et provoqueraient
une augmentation du colt énergétique de la respiration. Des turbulences dans le flux
d’air entrainent des vibrations et donc des sons qui peuvent étre entendus lors de
'auscultation pulmonaire (crépitements, sifflements)(49).

Le surfactant est aussi un parameétre primordial dans la mécanique du cycle
respiratoire, il est indispensable pour éviter le collapsus des alvéoles et limiter le cout
énergétique de la respiration. La tension superficielle est la tendance pour une interface
air-liquide a se réduire a une sur surface minimum. La force exercée par la tension
superficielle d'un film de liquide dans une sphére est directement proportionnelle a la
tension superficielle de ce liquide spécifiquement et est inversement proportionnelle au
rayon de la sphere considérée. Ainsi, pour un méme film liquide, plus le rayon de la
sphere est petit plus la force de tension superficielle sera importante. Les alvéoles des
mammiferes peuvent étre rapportée a de petites spheres tapissées par une fine couche
de surfactant. Elles développent donc une force de tension superficielle importante, ce
qui crée des problemes fonctionnels. En moyenne, un homme réalise 15000
mouvements respiratoires par jour, et autant d’expansions et rétractions du territoire
alvéolaire, le colit énergétique pour vaincre la force de tension superficielle n’est donc
pas négligeable. Le surfactant qui tapisse la surface des alvéoles permet de réduire
largement ce colt énergétique. De plus, il permet également de réduire la filtration de
fluides depuis le plasma vers la lumiere alvéolaire. La force de tension superficielle
favorise la filtration, ainsi, en diminuant cette force de tension superficielle, le surfactant
réduit également la filtration. Il permet aussi de faciliter les transports de gaz entre le
gaz et la phase liquide. Enfin il a des propriétés bactéricides qui contribuent a la défense
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des alvéoles contre des invasions bactériennes. Environ les 2/3 de I'énergie nécessaire
pour réaliser une expiration au repos sont fournies par les forces de tension
superficielle présente dans les alvéoles, Le dernier tiers est fourni par retour élastique
grace aux fibres élastiques contenues dans le parenchyme pulmonaire.

Enfin, il existe une ventilation collatérale grice a des canaux reliant certaines
bronchioles aux alvéoles connectées a une autre bronchiole. Ceci permet qu’en cas de
contraction ou d’obstruction d’'une bronchiole, le territoire alvéolaire desservi par celle
ci ne soit pas completement inutile, ce qui pourrait porter atteinte a I'efficacité de la
ventilation. De la fumée insufflée dans une bronche émerge par une autre bronche. Ces
canaux ont un diametre d’environ 30 pum, ce qui représente trois fois le diametre des
pores alvéolaires. Ils sont ouverts lorsque le muscle bronchique est contracté. Des
grands mouvements d’air peuvent se produire via cette ventilation collatérale (49).

L’hypoxie et I'hypercapnie alvéolaire ont une action directe sur le muscle lisse
des bronchioles, elles entrainent sa relaxation. Il existe donc un mécanisme
d’autorégulation de la résistance des voies conductrices de I'air (49). Il existe également
un mécanisme d’autorégulation qui fait intervenir des shunts des capillaires des alvéoles
qui ne sont pas bien ventilées (49).

1.3.2. Les échanges gazeux

Les échanges gazeux ont lieu au niveau de la barriére alvéolo-capillaire, c’est a
dire la partie ou la paroi alvéolaire est réduite a son minimum. Les échanges gazeux ont
lieu par simple diffusion au travers de ce tissu treés fin. L’épaisseur a traverser
seulement constituée d’'un pneumocyte de type I, d'une cellule endothéliale et de la lame
basale qui les lie. Les capillaires sont tellement fins que la couche de plasma qui
accompagne les globules rouges est tres mince et les érythrocytes doivent se déformer
pour pouvoir passer. Ainsi leur surface est souvent en contact avec I'endothélium ce qui
facilite encore les échanges (49).

La surface et la finesse de la barriere alvéolo-capillaire ainsi que le volume
sanguin des capillaires pulmonaires permettent de déterminer le taux de diffusion de
I'oxygéne au travers de ces structures. Ces parametres peuvent étre mesurés pour
obtenir une estimation de la capacité totale de diffusion de l'oxygéne des poumons
gauche et droit. La valeur obtenue est appelée capacité de diffusion de l'oxygene
anatomique pulmonaire totale. Elle est exprimée par unité de masse corporelle. Cette
valeur bien que théorique permet de révéler a quel point une espece est
structurellement adaptée pour les échanges gazeux et permet ainsi de comparer les
especes entre elles. Par exemple cette valeur est 10 % plus élevée chez le cheval que
chez le chien, et celle du chien 50 % plus élevée que celle de la vache, celle de 'homme
se rapproche des valeurs retrouvées chez les mammiferes a activité physique réduite
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comme la vache. Cette valeur peut devenir tres important chez des animaux de tres
petite taille, par exemple, chez la musaraigne qui pese environ 2,6 g, chez laquelle cette
capacité est environ 50 % plus élevée que chez le cheval. La capacité la plus élevée est
retrouvée chez les chauves-souris en rapport avec leur volume pulmonaire et leur
surface alvéolaire extrémement développés, ainsi que leur barriere alvéolo capillaire
exceptionnellement fine. Cependant cette valeur n’est finalement jamais atteinte et
correspond a la capacité de diffusion approchée lors d'un exercice physique
extrémement sévere. En pratique, les mesures physiologiques réalisées lors d’'un
exercice physique important représentent la moitié de la capacité anatomique estimée.
On parle de capacité de diffusion physiologique qui correspond au volume d’oxygene qui
diffuse depuis le gaz alvéolaire vers le sang pulmonaire par minute lorsque la différence
de pression partielle en oxygeéne entre le gaz alvéolaire et le sang des capillaires
pulmonaires est de 1 mmHg (49).

Dans les alvéoles, les pressions partielles deviennent celles du gaz alvéolaire. Les
valeurs changent car le gaz alvéolaire n’est pas entierement renouveler par de l'air frais
a chaque inspiration a cause de I'espace mort anatomique et également parce que
I'oxygéne est constamment enlevé du gaz alvéolaire et du dioxyde de carbone y est
ajouté (49).

Lors de la respiration au repos chez un homme, la pression partielle en oxygene
(PO2) dans le gaz alvéolaire est maintenue a 104 mmHg et celle du dioxyde de carbone
(PCO2)a 40 mmHg. Ces valeurs sont importantes a considérer dans la mesure ou elles
gouvernent la pression partielle de ces deux gaz dans le sang artériel. Le sang qui rejoint
les capillaires alvéolaires a une PO; d’environ 40mmHg et une PCO d’environ 45 mmHg,
puis I'équilibre se fait avec le gaz alvéolaire. Ainsi le sang qui quitte les capillaires
alvéolaires a une POz de 104 mmHg et une PCO2 de 40 mmHg. Les mouvements de gaz
dans les alvéoles se font uniquement par diffusion. La vitesse de mouvement du gaz est
tellement importante et la distance entre les bronchioles et les parois alvéolaires
tellement courte que les échanges gazeux au niveau de l'alvéole se font en une fraction
de seconde. Le gradient de diffusion de l'oxygene au niveau de la barriere alvéolo
capillaire est de 64 mmHg, celui du dioxyde de carbone est seulement de 5 mmHg mais
ce gaz diffuse vingt fois plus rapidement que I'oxygéne. Les échanges gazeux entre le gaz
alvéolaires et les globules rouges sont terminés le temps que ceux-ci atteignent le
premier tiers du capillaire. Tout le sang qui irrigue le poumon n’est pas destiné aux
alvéoles, une partie du sang rejoint la circulation bronchique pour irriguer les muscles
lisses et la plevre viscérale entre autre. Ce sang n’est donc pas oxygéné au niveau de la
barriere alvéolo-capillaire mais il rejoint quand méme les veines pulmonaires et dilue le
sang artériel qui vient d’étre oxygéné. Ainsi le sang qui entre dans 'aorte avant d’étre
distribué dans la grande circulation n’a pas une POz de 104 mmHg mais seulement de 95
mmHg (49) (Tableau II)
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Tableau II: Pressions partielles de différents gaz composant I'air a plusieurs étages de
I'appareil respiratoire chez I’homme

Pression partielle (mmHg)

_ di Pression
Dioxygéne Dioxyde de eau lazote totale
carbone
(mmHg)
Ai ' del
ir sec au niveau de la mer 159.1 0.3 0 600,0 760
Entrée des voies respiratoires 149,2 0,3 47 563,5 760
Gaz alvéolaire 104 40 / / /
Sang afférent dans capillaire 40 45 / / /
Sang efférent dans capillaire 104 40 / / /

La structure des échanges gazeux est adaptée a la demande en oxygene de chacun
et cette demande dépend particulierement de la masse corporelle et de la
consommation d’énergie.

Au cours de la respiration au repos, tous les capillaires ne sont pas perfusés,
certains sont gardés en réserve. Ainsi, lors d’'un exercice physique, les capillaires de
réserve s’ouvrent et sont perfusés, les capillaires qui étaient déja perfusés se dilatent
d’avantage. On parle de recrutement capillaire. Et afin de maintenir le ratio
ventilation/perfusion, il est nécessaire que la fréquence de la ventilation augmente.
Dans de nombreuses atteintes des poumons, la ventilation et la perfusion sont
« discordantes » (alvéole bien ventilée mais mal perfusée et inversement), ce qui
impacte sérieusement la qualité des échanges gazeux et mene a une détresse
respiratoire parfois séveére. Dans le cas d’'un défaut de ventilation, le sang artériel qui
rejoint la circulation systémique n’est pas correctement oxygéné car dilué par du sang
veineux, ce qui entraine une hypoxémie et une hypercapnie. Une déficience de
ventilation peut provenir de I'obstruction d’'une bronche ou d’'une bronchiole causée par
une quantité anormale de mucus ou un spasme bronchique par exemple. Si une alvéole
est correctement ventilée mais pas perfusée, I'espace mort alvéolaire augmente, ce qui
colite de I'énergie car il y a mise en jeu de muscles respiratoires mais aucun apport
d’oxygeéne supplémentaire ni de diminution du dioxyde de carbone sanguin. Ceci peut
donc finalement mener aussi a une hypoxémie et une hypercapnie. Ce défaut de
perfusion peut étre due a une embolie pulmonaire ou bien a la destruction des parois
alvéolaires comme lors d’emphyséme alvéolaire. Cependant I'incompatibilité
ventilation/perfusion existe également a I'état physiologique. En effet, certaines régions
des poumons seront plus ou moins bien perfusées selon la posture du corps. Chez
I’homme, en position debout, les lobes craniaux sont moins bien perfusés que les lobes
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caudaux a cause de la gravité. De méme, chez les quadrupédes, la partie dorsale des
poumons est moins bien perfusée que la partie ventrale. La modification de ce ratio a
cause de la posture peut devenir problématique chez les quadrupedes de grande taille
comme les chevaux ou les bovins s'ils restent en décubitus latéral de maniére prolongée,
comme lors d'une anesthésie. Du fait de la gravité le poumon qui se trouve le plus bas
est mieux perfusé mais du fait du poids important de I'animal ce poumon est atélectasié,
d’ou une hypoventilation. Le risque d’hypoxémie et d’hypercapnie est alors important.
Malgré tout il existe des mécanismes de compensation, certains facteurs métaboliques
permettent d’ajuster la perfusion des alvéoles en temps réel. Une faible pression
partielle en Oz dans une alvéole mal ventilée entraine une vasoconstriction de I'artériole
pulmonaire locale, la résistance a I’écoulement du sang augmente dans cette alvéole et le
sang est alors redistribué dans les capillaires d’autres alvéoles mieux ventilées. Un
systéme similaire d’autorégulation permet d’adapter la ventilation des alvéoles. Une
pression partielle en CO; peu élevée (ie . Une mauvaise perfusion de I'alvéole) entraine
une contraction des muscles lisses des conduits alvéolaires, la compliance diminue et le
gaz est redistribué dans des alvéoles mieux perfusées.

1.3.3. Défenses de I’arbre aérifere.

Le poumon est l'organe interne le plus exposé a I'environnement extérieur,
notamment a des agents pathogenes, toxiques et nocifs. Le territoire broncho-alvéolaire
est cependant capable de se défendre et de se protéger efficacement. Les mécanismes
mis en place doivent étre efficaces tout en limitant I'inflammation afin de maintenir
I’'homéostasie (50). Trois mécanismes principaux de défense sont décrits : 'appareil
muco-ciliaire, les jonctions intercellulaires et la production de peptides
antimicrobiens.

Dans les bronches, le mucus sécrété par les cellules glandulaires permet de
tapisser I’épithélium et permet de protéger celui-ci des différents agents cités
précédemment, ensuite I'appareil muco-ciliaire permet de faire remonter ces agents a
la surface et des mécanismes de toux permettent de les expectorer ou de les avaler.
Dans les alvéoles cette couche de mucus est inexistante car elle entraverait la diffusion
des gaz au travers de la barriere alvéolo-capillaire. C’'est donc un systeme de
phagocytose qui intervient. Si un agent délétére parvient malgré tout a passer la couche
de mucus qui recouvre I'épithélium bronchique ou échappe a la phagocytose alvéolaire,
d’autres systemes de défense interviennent, notamment, les mécanismes de défense
immunitaire et non immunitaire (50).

L'appareil muco-ciliaire s’étend des bronchioles les plus petites jusqu’a
I'entrée du pharynx. Cet appareil joue un role vital pour rejeter des particules inertes
comme du carbone ou bien de I'amiante ou infectieuses, virus et bactéries. Ainsi toute
particule qui rentre en contact avec la couche de mucus devrait y adhérer. Les
mouvements de l'escalator muco-ciliaire permettent de les faire remonter jusqu’a
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I'oropharynx. Il n’y a plus de production de mucus a partir des bronchioles jusqu’aux
alvéoles, ainsi tous les territoires compris entre ces deux entités doivent compter
principalement sur la phagocytose alvéolaire. Le mucus repose sur une couche d’eau
produite par les cellules épithéliales sous-jacentes, la faible viscosité de cette couche
permet aux cils de se mouvoir facilement et d’étre efficaces pour faire remonter les
particules le long des voies conductrices de l'air. Le mucus est sécrété par les cellules
caliciformes et les glandes séro-muqueuses présentes dans la trachée et les bronches. Il
est composé de 95 % d’eau, de protéines et de mucine, une glycoprotéine, qui lui
confére sa viscosité et sa structure (50). En plus d’étre une barriere physique entre
I'environnement extérieur et I'épithélium des voies pulmonaires, il limite le temps dont
disposent les microorganismes pour adhérer, coloniser et pénétrer dans I'épithélium
sous-jacent. Enfin, il contient quelques immunoglobulines: IgG et IgA et enzymes
bactéricides : lysozyme et lactoferrine et des inhibiteurs de protéases, qui en font un
environnement hostile pour les agents pathogenes. En effet le lysozyme est une enzyme
qui a une action antimicrobienne sur un grand nombre de bactéries a Gram positif en
dégradant leur couche de peptidoglycanes. La lactoferrine est un chélateur du fer, elle
inhibe ainsi la croissance microbienne en séquestrant le fer qui est indispensable a leur
développement. De plus elle permet de détériorer la membrane externe des bactéries a
Gram négatif, découvrant ainsi leur couche de peptidoglycanes et rendant le lysozyme
également efficace contre celles-ci. Enfin la lactoferrine joue aussi un role antiviral,
efficace a la fois sur les virus a ARN et les virus a ADN. Elle interagit avec les
glycosaminoglycanes et les intégrines de la membrane des cellules, empéchant ainsi les
virus de s’y lier et de pénétrer dans les cellules (50). Enfin le mucus est imperméable, ce
qui permet de prévenir la déshydratation de I'épithélium. La clairance muco-ciliaire
dépend de la longueur des voies respiratoires et de la vitesse de mouvements, celle-ci
est estimée a 5 mm/ min chez 'homme. En théorie une particule devrait rejoindre
I'oropharynx en environ 40 minutes chez un mammifere de petite taille et en environ 3
heures et demi chez un animal de grande taille. La durée du renouvellement complet du
mucus est estimée a 24 heures. Un agent pathogene doit donc mettre moins de temps
que ¢a pour coloniser et pénétrer le tissu (51).

Dans I'épithélium des voies de conductions, des jonctions serrées et adhérentes
permettent d’assurer I'imperméabilité renforcant encore les mécanismes de défense
de cette zone.

Le poumon apparait finalement comme un organe complexe avec une
diversité histologique capable de mettre en place des mécanismes de défenses
locaux sans troubler son homéostasie afin d’assurer une fonction optimale.
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Cette premiere partie a permis de présenter les mécanismes de formation de
I'arbre respiratoire, ainsi que sa diversité histologique et ses principes de
fonctionnement. Les maladies infectieuses de I'appareil respiratoire profond, la maladie
obstructive chronique des voies respiratoires, le cancer du poumon et la tuberculose
font partie des dix causes de mortalité les plus fréquentes dans le monde (52). Dés lors,
I’élaboration de modeéle d’étude du poumon pour mieux comprendre ces maladies et
d’autres, développer des thérapies et méme reconstruire des poumons pour envisager
une transplantation se développe.
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2. TECHNIQUE D’ELABORATION D’UN MODELE D’ETUDE DU TISSU
PULMONAIRE

La création d’'un modele tridimensionnel (3D) pour un tissu ou un organe donné
implique l'utilisation de cellules adaptées pour recréer le tissu en question, ces cellules
doivent étre capables de proliférer et de se différencier. Elle implique également de
trouver un support adéquat sur lequel déposer et ensemencer les cellules sélectionnées
ainsi qu’'un milieu adapté ou faire « vivre » ce tissu ou cet organe. Dans cette partie nous
allons donc décrire les différentes étapes nécessaires a l'obtention d’'un modeéle
tridimensionnel.

2.1. LES DIFFERENTS TYPES DE CELLULES DISPONIBLES ET UTILISABLES

Pour étre fonctionnel in vivo, un poumon artificiel doit contenir les cellules
spécifiques de cet organe, doit avoir l'organisation spécifique de I'arbre aérifere ainsi
que la micro-perfusion associée, et doit aussi fournir une barriére air-sang qui autorise
les échanges gazeux dans les conditions de pressions physiologiques (53). La récente
utilisation des cellules souches pour créer des organoides a permis une réelle avancée
dans la réalisation d’organogénese in vitro de différents tissus et notamment du poumon
(54).

Les cellules utilisées peuvent étre des cellules souches embryonnaires ,
foetales ou adultes, des cellules autologues du patient ou bien des cellules souches
pluripotentes induites (55).

2.1.1. Cellules souches et progénitrices adultes

Les cellules souches et progénitrices adultes sont les cellules différenciées
présentes dans les tissus spécialisés .Ce sont des cellules multipotentes, elles peuvent
donc se différencier en différents types cellulaires mais elles possedent des capacités de
régénération limitées. Physiologiquement, elles assurent le remplacement des
cellules mortes et contribuent donc a '’homéostasie de 'organe. Elles sont le plus
souvent regroupées dans des zones de I'organe appelées « niches », une modification de
la niche entraine l'activation de ces cellules. Elles ont I'intérét de pouvoir étre isolées
du patient lui-méme, ce qui permet d’éviter les réactions de rejet (56).

Les cellules souches et progénitrices du poumon adulte sont donc celles qui
assurent la régénération et la réparation du poumon déja abordées précédemment.
Elles regroupent les cellules basales, les cellules Club, les CSBA et les pneumocytes
de type II (Tableau III).
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Les cellules progénitrices adultes déja présentes dans le poumon semblent
étre une source intéressante de cellules a utiliser pour I'organogénese in vitro
mais elles sont souvent difficiles a isoler.
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Tableau III: Cellules souches et progénitrices du poumon adulte capables de produire un

organoide chez ’homme et chez la souris (56).
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In vivo, les cellules progénitrices adultes interagissent avec leur environnement.
Les niches, dans lesquelles elles se trouvent, comprennent des cellules épithéliales et
des cellules mésenchymateuses comme les fibroblastes. Ces cellules interagissent avec
les cellules progénitrices via des signaux paracrines, juxtacrines et autocrines. De plus
des molécules présentes dans la matrice extracellulaire comme le collagene, la laminine
ou la fibronectine interviennent aussi dans ces interactions (57). L’utilisation d'un
substitut synthétique de matrice extracellulaire, le « Matrigel ™y, dans les systemes de
culture 3D a permis de progresser dans la manipulation et caractérisation de ces cellules
(57). La culture de ces cellules in vitro a d’ailleurs mis en évidence qu'un contact
physique entre les cellules progénitrices et les fibroblastes est essentiel pour leur
prolifération et leur différenciation (24). L'expression des différentes FGF et de leur
récepteur est aussi nécessaire pour l'activation et pour la différenciation des cellules
progénitrices (57).

2.1.2. Cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires proviennent de la partie interne de la masse
cellulaire du stade blastula en cours du développement embryonnaire. Ce sont des
cellules de petite taille (environ 2 a 3 um) dotées d’'un rapport nucléo-cytoplasmique
élevé et capables d’adhérer a un support, tout en formant des colonies (58). Elles sont
capables de se différencier en n’'importe quel type cellulaire d’origine
endodermique, ectodermique ou mésodermique. Différents facteurs de transcription
responsables de leur pluripotence ont été identifiés, notamment OCT3/4 (Octamer 3 et
4) et SOX2 (59). Ces cellules sont cultivées sur des milieux spécifiques enrichis en
facteur de croissance afin de maintenir leur capacité a proliférer et leur pluripotence.
Les cellules souches embryonnaires humaines sont donc capables de se différencier en
cellules de l‘épithélium bronchique ou bien en pneumocytes de type Il par exemple (60).
Ainsi, un poumon décellularisé promeut la différenciation de cellules souches
embryonnaires en cellules des lignées épithéliale et endothéliale (60) (61). Finalement,
les poumons décellularisés favorisent aussi la différenciation des cellules souches
embryonnaires en cellules différenciées spécifiques du poumon et ils peuvent
donc étre recellularisés par celles-ci (60).

Les cellules souches embryonnaires peuvent étre obtenues a partir d’embryons
congelés issus d'une fécondation in vitro, en dehors d'un projet parental, ou si I'embryon
obtenu ne présente pas une qualité suffisante ou des anomalies génétiques détectées
avant 'implantation. Enfin elles peuvent étre issues d’embryons apres fécondation in
vitro spécialement développées pour la recherche. Ce dernier type d’obtention de
cellules souches embryonnaires est interdit en France notamment. Par ailleurs quelque
soit leur origine d’obtention, leur utilisation pose des questions éthiques. Leur
prélevement nécessite la destruction d’'un embryon et donc d’'une probable vie humaine.
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2.1.3. Cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses ont une certaine capacité a s’auto-
renouveler et a se différencier en des types cellulaires trés variés, notamment
selon les conditions environnementales qui leur sont imposées. Elles représentent
une faible proportion des cellules de la moelle osseuse, du placenta, du liquide synovial
ou encore de la pulpe dentaire. Elles n’ont pas de marqueurs spécifiques mais elles ont
été définies comme des cellules capables d’adhérer au plastique lorsqu’elles sont
maintenues dans des conditions de culture standard. Elles expriment les protéines de
surface CD75, CD90, et CD105 et n’expriment pas CD34, CD45, HLA-DR, ou CD11b, CD19
et sont capables de se différencier en différents types cellulaires. Leur capacité de
différenciation et de multiplication est donneur-dépendante. Celle-ci diminue selon I'age
et la pathologie du donneur. (62).

Les cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle osseuse font parties
des cellules souches les plus étudiées. Elles sont décrites comme des cellules adhérentes
ressemblant a des fibroblastes avec des propriétés d’auto-renouvellement et de
différenciation (63). Elles sont libérées dans la circulation sanguine en cas de stimuli
inflammatoire et facilitent la réparation et la guérison lors de processus inflammatoire.

Les cellules souches mésenchymateuses peuvent aussi étre obtenues a partir de
sang ombilical. Ces cellules pourraient étre une alternative intéressante a l'utilisation
des cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle osseuse et des cellules
souches embryonnaires dans la régénération des poumons lésés (64). Ces cellules sont
facilement obtenues immédiatement aprés une naissance a partir du placenta et du
cordon ombilical. Elles sont isolées puis maintenues sur différents supports comme
I’épithélium trachéal de souris ou I'épithélium des petites voies respiratoires ou sur des
milieux connus pour favoriser la croissance et la différenciation de 1'épithélium
alvéolaire, pendant wune, deux ou quatre semaines. Les cellules souches
mésenchymateuses issues du sang ombilical expriment la protéine SCGB1A1 sécrétée
par les cellules Club apres avoir été cultivées sur un milieu de croissance spécifique des
voies respiratoires. Ces cellules peuvent ensuite étre inoculées a des souris
immunotolérantes ayant subi des lésions pulmonaires par irradiation et s'implanter
sur 1 ‘épithélium des voies respiratoires et des alvéoles. Les cellules inoculées ne
sont plus détectées dans les poumons sur le long terme, mais l'utilisation de modeles de
souris avec des lésions pulmonaires plus importantes pourrait s’avérer intéressante car
la prise de la greffe devrait augmenter avec un modele lésionnel plus prononcé.
Néanmoins les mécanismes par lesquels les cellules souches mésenchymateuses
migrent spécifiquement vers les poumons et acquiérent certaines caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles des cellules de cet organe sont encore inconnus. Une
autre étude montre que ces cellules peuvent exprimer les marqueurs phénotypiques
des pneumocytes de type Il in vitro (65).
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Enfin, des cellules souches mésenchymateuses d’origine pulmonaire ont
également été isolées et seraient capables de se différencier en cellules de I'épithélium
pulmonaire (66). Une co-culture de cellules souches mésenchymateuses d’origine
pulmonaire et de pneumocytes de type II sur une durée relativement longue (au moins
14 jours) montre le développement de l'expression de marqueurs épithéliaux a la
surface des cellules souches mésenchymateuses, ainsi que l'acquisition d’'une forme
cuboide caractéristique des pneumocytes de type II. Cette différenciation est
uniquement initiée par des facteurs humoraux provenant des pneumocytes de type II.
Ces signaux sont donc essentiels pour stimuler la différenciation des cellules souches
mésenchymateuses. Par ailleurs, des cellules souches mésenchymateuses cultivées sans
pneumocytes de type Il ne développent pas les caractéristiques décrites précédemment
(66). La capacité des cellules souches mésenchymateuses a donner d’autres types
cellulaires comme les cellules endothéliales ou interstitielles n’a pas encore été
démontrée, et constitue une limite a leur utilisation (67) (66). L'un des avantages des
souches mésenchymateuses par rapport aux cellules souches embryonnaires est qu’elles
ne sont ni tumorigenes ni teratogénes (68). Les cellules souches embryonnaires ont la
capacité de proliférer presque a l'infini et de se différencier en tout type cellulaire, ce qui
augmente le risque de développement d’'une tumeur.

Les cellules souches mésenchymateuses, selon leur origine, constituent
donc une source intéressante de cellules a étudier pour la culture 3D du poumon.

2.1.4. Cellules souches pluripotentes induites

Les cellules souches pluripotentes induites sont des cellules somatiques
dérivées de cellules adultes en présence de facteurs de transcription spécifiques
reprogrammeées in vitro en cellules souches pluripotentes (69). Ces cellules ont les
mémes propriétés que les cellules souches embryonnaires. Elles sont moins
contraignantes éthiquement car prélevées sur l'adulte et permettent d’obtenir des
cellules différenciées autologues.

Les cellules souches pluripotentes induites peuvent étre obtenues a partir de
cellules embryonnaires ou de fibroblastes adultes chez la souris, grace a I'expression
de quatre facteurs de transcription: OCT3/4, SOX2, c-Myc et KLF4 (Kruppel like factor
4), dans les mémes conditions que les cellules souches embryonnaires (59). Les cellules
obtenues présentent les propriétés morphologiques et de croissance des cellules
souches embryonnaires et expriment des génes marqueurs caractéristiques de ces
dernieres. L’inoculation de ces cellules dans des embryons de souris au stade
blastocyste a établi qu’elles participaient au développement embryonnaire. L’analyse
histologique confirme qu’elles sont retrouvées dans les trois feuillets embryonnaires
(59).
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Les pneumocytes de type I et de type II peuvent étre obtenus a partir de
cellules souches pluripotentes induites en présence d’activine A pour générer des
cellules de l'endoderme et des facteurs indispensables au développement de
| ‘épithélium alvéolaire soit EGF, BMP4, WNT3a et FGF10 (70). L’utilisation d’'un
bioréacteur avec une interface air-liquide permet d’obtenir des pneumocytes de
type I a partir de pneumocyte de type Il issus de cellules souches pluripotentes
induites (71) (Figure 11).
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Figure 11 : Résumé de la différenciation des cellules souches pluripotentes induites et de
la decellularisation-recellularisation de poumons avec des pneumocytes Il issus de
cellules souches pluripotentes induites (d’apres (70))

2.2. DIFFERENCIATION DES CELLULES SOUCHES EN CELLULES DE L’EPITHELIUM PULMONAIRE

2.2.1. Orientation de la différenciation cellulaire a partir des différentes cellules
souches disponibles

L’utilisation des cellules souches pluripotentes humaines, comprenant les cellules
souches embryonnaires et les cellules souches pluripotentes induites, est 'une des
techniques les plus efficaces pour obtenir la différenciation de cellules ou de tissus, dont
I'épithélium pulmonaire. Diriger la différenciation des cellules souches pluripotentes
qu’elles soient d’origine embryonnaire ou induites, consiste finalement a recréer le
déroulement du développement in vivo griace a l'activation et a 1‘inhibition de
différentes voies de signalisation in vitro, a une concentration et a un instant précis (72).
Ainsi, l'orientation de la différenciation des cellules souches pluripotentes doit
commencer par une différenciation en endoderme définitif puis en endoderme
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ventral avant de procéder a la différenciation des différentes lignées cellulaires de
I'épithélium pulmonaire (73).

Plusieurs techniques ont été décrites. Il est possible d’obtenir des cellules de
I’épithélium pulmonaire avec formation de corps embryoides a partir de cellules
souches pluripotentes ou de cellules souches pluripotentes induites, ou bien sans
formation de corps embryoides. Des cellules souches indifférenciées de souris ou
d’homme peuvent former des corps embryoides qui sont ensuite transférés sur un
milieu de culture cong¢u pour la maintenance de I’épithélium respiratoire mature (74)
(75). Les corps embryoides sont formées par agrégation forcée et contiennent les trois
lignées cellulaires embryonnaires, a savoir l'ectoderme, le mésoderme et
I'endoderme. Ils miment la phase de gastrulation de I'embryogénése et marque
I'initiation de la différenciation des cellules (76)(77). La présence de la protéine C et de
la protéine B du surfactant ainsi que la forme cuboidale des cellules marquent la
dérivation de pneumocytes de type II. (74)(75)(78). Chez la souris, des pneumocytes de
type Il peuvent étre obtenus par culture de corps embryoides avec du mésenchyme
pulmonaire de souriceaux de 11,5 a 13,5 jours par contact direct ou séparés par une
membrane (79). L’étape suivante comporte une phase de culture adhérente sur un
support de type « Matrigel ™ »dans un milieu sans sérum. Les milieux sans sérums ont
une composition plus simple et mieux définies avec moins de contaminants et moins de
risques de contamination, ce qui permet d ‘améliorer la reproductibilité des résultats
entre les manipulations. La premiere étape du développement pulmonaire est la
spécification précoce de I'endoderme définitif sous I'influence de I'activine A et de BMP4.
Ces facteurs sont ajoutés au milieu de culture et ont pour objectif de donner le signal de
spécification aux cellules de 'endoderme dans le corps embryoide qui donneront plus
tard les cellules du poumon (77)(80). Ensuite, 'ajout d’EGF et de FGF permet de mimer
la phase d’antériorisation de I'’endoderme définitif. Les cellules ainsi obtenues sont donc
les cellules de 'endoderme pulmonaire et sont marquées par I'expression du facteur de
transcription NKX2-1 (77)(72). A I'issu de cette étape les cellules obtenues peuvent étre
assimilées aux cellules des premiers bourgeons bronchiques in vivo (77). Il est
primordial de respecter la cascade des facteurs mais aussi leur intervention a un
moment précis pour récapituler la différenciation. Par exemple, 'ajout prématuré du
facteur WNT régionalise 'endoderme en un épithélium correspondant a l'intestin
postérieur et empéche la différenciation de cellules exprimant NKX2-1 (81). La derniére
étape réside en l'utilisation d’'un milieu de culture spécifique pour obtenir les cellules
pulmonaires progénitrices (80)(72). Deux milieux de culture distincts peuvent étre
élaborer afin d’obtenir les cellules progénitrices du poumon proximal et du poumon
distal (77). Les cellules progénitrices du poumon proximal donnent naissance aux
cellules Club, aux cellules caliciformes, aux cellules ciliées et aux cellules
neuroendocrines. Le milieu de culture mis en place pour obtenir ces cellules est enrichi
en BMP7 (Bone morphogenetic protein 7), en FGF7 (Fibroblast growth factor 7) et en
acide rétinoique. Pour spécifier les cellules épithéliales du poumon distal, les
pneumocytes de type I et de type I, le milieu de culture est enrichi en BMP2 (Bone
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morphogenetic protein 2), FGF10 (Fibroblast growth factor 10), BMP4 et WNT3A (77).
Cette technique permet de produire des cellules avec une forte capacité de
différenciation et de prolifération qui donnent naissance aux différents types cellulaires
présents dans I'épithélium pulmonaire. Toutefois les premieres cellules progénitrices
générées sont celles de I'épithélium des voies respiratoires et de I'épithélium alvéolaire
mais rapidement un phénomeéne d’apoptose des cellules présentant les marqueurs des
voies respiratoires est suspecté, d'ou l'obtention d'une grande proportion de
pneumocytes de type II (72).

Il est également possible de générer des pneumocytes de type Il a partir de
cellules souches embryonnaires humaines et de cellules souches pluripotentes induites
sans formation de corps embryoides (82)(78). La culture de cellules souches sur une
couche de « Matrigel ™ »permet leur différenciation directement en pneumocytes de
types Il sans formation de corps embryoides (82). L'expression de la protéine C du
surfactant des pneumocytes de type Il est mise en évidence plus précocement qu’avec
l'utilisation de corps embryoides. Une plus grande proportion de cellules expriment la
protéine C du surfactant; 11,2% a 15 jours de culture contre 2,8% a 33 jours de culture
avec formation de corps embryoides (82). Ces résultats tendent a montrer que les
composants du substrat de culture comme la laminine et le collagéne IV sont efficaces a
la fois pour maintenir les caractéristiques biologiques des pneumocytes de type II et
pour stimuler spécifiquement la différenciation des cellules souches embryonnaires en
pneumocytes de type II (82).

Les protocoles précédents ont été réalisés sur des supports en deux dimensions.
Le développement de modeles tridimensionnels offre différents avantages (83).
L’'organisation architecturale de I'organe natif et le développement de différents
types cellulaires d’origines variées (mésoderme et endoderme par exemple) en font un
modele physiologique complexe pour étudier les processus de développement,
I’homéostasie tissulaire et les réponses face a différents pathogenes. Les modéles
de différents organes ont deés lors été générés sous forme d’ « organoides »(83). En
culture cellulaire, un organoide est une structure multicellulaire tridimensionnelle qui
reproduit in vitro la micro-anatomie d'un organe; il s’agit donc un modele de 1'organe.
Une des limites des modeles bidimensionnels est I'incapacité a décrire s’ils peuvent
générer des cellules issues du mésoderme. Des organoides pulmonaires humains ont été
obtenus a partir de cellules souches pluripotentes humaines, intégrant a la fois des
cellules mésenchymateuses et des cellules épithéliales des voies respiratoires et
alvéolaires (83). Les cultures en organoides permettent donc de maintenir I'organisation
tissulaire et notamment les interactions entre I'épithélium et le mésenchyme (83).
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Ainsi, il est possible d’obtenir les différents types cellulaires de I’épithélium
des voies respiratoires et de I’épithélium alvéolaire ex-vivo, a partir de cellules
souches non différenciées. Ces protocoles une étape essentielle pour la
recellularisation des modéeles tridimensionnels de poumon.

Trois stratégies principales peuvent des lors étre adoptées, 'utilisation de
cellules souches pluripotentes, l'utilisation d’'un mélange de cellules progénitrices
adultes capables de produire les différents types cellulaires nécessaires, ou bien
l'utilisation d’'un mélange de cellules unipotentes de chaque lignée cellulaire retrouvée
dans les voies respiratoires et dans les alvéoles (84).

2.2.2. Utilisation de bioréacteurs et d’interface air-liquide pour la
différenciation cellulaire

Les interfaces air-liquide sont des types de culture qui permettent aux cellules de
se différencier et de croitre dans un environnement proche de celui retrouvé in vivo.
Elles permettent d’exposer sélectivement les poles basal et apical des cellules a
différentes conditions (85). Elles sont trés utilisées pour la culture des cellules des
voies respiratoires. Ces systemes utilisent une chambre apicale et une chambre
basolatérale séparées par une fine membrane de polyester sur laquelle les cellules se
trouvent. Le milieu de culture est déposé dans les deux chambres (86) ou uniquement
dans la chambre inférieur. Les cellules sont donc soit nourries par la méthode classique
d'immersion, soit nourries uniquement a leur base, la partie apicale étant alors en
contact avec l'air. L'utilisation de cette culture biphasique avec des cellules épithéliales
des voies de conductions de l'air montrent des effets positifs sur leur croissance et
leur différenciation (87) (Figure 12).
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Figure 12 : Interface air-liquide (A) et son utilisation pour la différenciation des cellules
épithéliales du poumon (B) (d’apreés (88))

Les bioréacteurs sont des outils utilisés pour I’élaboration de tissus artificiels afin
de cultiver et de guider le développement de ces tissus. Ce sont des systemes de culture
in vitro congus pour assurer la survie cellulaire en assurant la distribution adéquate de
nutriments essentiels pour la survie de la construction tridimensionnelle du tissu
artificiel (89). La maintenance et I'expansion dans des conditions stables sur de longues
périodes, de cellules ou de cultures tissulaires obtenues artificiellement peuvent étre
réalisées dans ces bioréacteurs (89). Le développement de culture en bioréacteur
permettant de contréler I'approvisionnement du milieu, le pH, I'oxygene, et
d’évacuer les produits métaboliques est une étape importante pour la production de
cellules en conditions controlées a grande échelle. L’agitation du milieu de culture
n’apporte pas seulement des conditions environnementales et de nutrition optimales

59



mais aussi une stimulation mécanique qui favorise la croissance et la différenciation
des cellules. Les bioréacteurs disponibles sont trés variés et vont de ceux pour les
cultures en suspension a ceux pour des cultures adhérentes sur des matrices
spécifiques. L’utilisation de bioréacteurs rotatoires est déja décrite pour la
différenciation des cellules souches pluripotentes induites en cellules épithéliales
alvéolaires (89) (Figure 13).
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Figure 13 : Bioréacteur pour la culture cellulaire

L’utilisation d’'un bioréacteur rotatif avec une interface air-liquide est un
puissant inducteur de différenciation des pneumocytes de type Il en pneumocytes
de type I (71). Les pneumocytes de type Il initiaux sont soit des pneumocytes humains
soit issus de cellules souches pluripotentes induites. Cette technique fournit une
méthode pour la production de cellules de 1 ‘épithélium alvéolaire a grande échelle. Cet
environnement biologique imite en quelque sorte les conditions respiratoires in vitro. Le
systéme de rotation continue permet a toutes les cellules de passer un temps égal dans
I'air et dans le liquide (Figure 14).
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Figure 14 : Utilisation d’un bioréacteur rotatif pour la différenciation des pneumocytes Il en
pneumocytes I (d’apreés (71))

Les résultats sont comparés avec ceux obtenus avec une culture statique de
pneumocytes de type Il issus de cellules souches pluripotentes induites cultivés avec des
molécules favorisant la différenciation en pneumocytes de type I, c’est a dire, en inhibant
la voie de signalisation WNT/f3-catenine. Dans les deux types de culture des marqueurs
de pneumocytes de type I sont mis en évidence par immunohistochimie (notamment
aquaporine 5, cavéoline-1, T1la) en parallele d'une diminution des marqueurs de
pneumocytes de type II. L’utilisation du bioréacteur semble plus efficace que la
culture statique pour obtenir des pneumocytes de type I a partir de pneumocytes
de type Il et permet ainsi d’obtenir ces cellules a plus grande échelle.
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La différenciation cellulaire est fortement dépendante des conditions
environnementales. Les bioréacteurs sont donc des outils indispensables pour
orienter la différenciation des cellules souches en cellules de I'épithélium
pulmonaire et des voies respiratoires.

2.3.TYPE DE SUPPORT

La détermination du support permettant aux cellules d’adhérer est critique pour
I'obtention de populations cellulaires définies. Le support matériel fournit un modele
structural pour que les cellules adherent et que le tissu croisse alors que les
bioréacteurs servent a controler I'environnement. Le design des systéemes de tissus
artificiels sont nécessairement inspirés par la biologie a la fois des organismes en
développement mais aussi des organismes adultes (90)

Un des composants important du microenvironnement des cellules souches est
la matrice extracellulaire qui les entoure incluant de nombreux signaux chimiques et
biophysiques. En contexte naturel la matrice extracellulaire est composée de
collagéne, d’élastine, de glycoprotéines, de protéoglycanes, de
glycosaminoglycanes et d’'eau (91). Les différents composants de la matrice
extracellulaire controlent les interactions cellulaires et les liaisons aux récepteurs (90).
Une grande variété de matériaux avec différentes propriétés a été congue et utilisée
pour étudier les interactions avec les cellules souches. Il existe des échafauds poreux,
fibreux ou sous forme d’hydrogel. Les supports poreux fournissent des pores
macroscopiques dans lesquels les cellules migrent et s’infiltrent, alors que les supports
fibreux présentent des dimensions proches de celles d’'une matrice extracellulaire
native. Les hydrogels sont des polymeres gorgés d’eau qui peuvent étre issus des
composants de matrice extracellulaire ou de composants synthétiques (90).

Les supports utilisés peuvent donc étre biologiques ou synthétiques et
biodégradables ou non. L’avantage des supports biodégradable est qu’ils sont
absorbés par le corps apres implantation, mais une réaction inflammatoire peut se
développer dans les tissus qui 'entourent (53). Les supports biologiques sont plus
proches du tissu d’origine. 1l existe différentes sortes de support biologiques comme le
collagéne, le « Matrigel™ » ou les organes décellularisés. La décellularisation est
réalisée de sorte que tous les composants de la matrice extracellulaire et leurs
propriétés soient préservés. Différentes techniques chimiques, physiques et
enzymatiques ont été développées (53).
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2.3.1. Supports biologiques

Tous les tissus et organes sont composés de cellules et de matrice extracellulaire.
Cette derniere influence I'adhérence, la migration, la prolifération et I'organisation
tridimensionnelle des cellules. Les supports biologiques sont issus de la matrice
extracellulaire naturellement présente dans l'organisme. Ils conservent la structure
anatomique, l'architecture native de la matrice ainsi que ses propriétés
biomécaniques et la plupart des ligands nécessaires a I'adhésion des cellules que I'on
retrouve dans le tissu vivant. Ce type de support va des simples protéines purifiées,
aux mélanges de protéines extraites, jusqu’aux organes entiers décellularisés (92).

2.3.1.1. Protéines et mélanges de protéines purifiées

Des exemples de matériaux naturels étudiés pour cultiver les cellules souches
sont le « Matrigel ™», le collagene, l'alginate, la fibrine ou encore l'acide
hyaluronique. Le « Matrigel ™» est un mélange de molécules dérivées d’'une
matrice extracellullaire, comprenant des principalement de la laminine, du collagéne
IV, de I'entactine et de ’héparane sulfate protéoglycane et des facteurs de croissance :
FGF, EGF, IGF1 (Insulin-like growth factor 1), TGF-B (Transforming growth factor f3),
PDGF (platelet-derived growth factor) et NGF (Nerve growth factor) (93). Il a été étudié
pour la culture des cellules et en particulier de cellules souches. Lorsqu'’il est associé ou
non a des gels de collagéne, il est capable de favoriser la formation de certaines
structures de tissus comme les follicules thyroidiens, la cornée ou encore la muqueuse
vésicale (92)(94).

Le collagene est présent en grande quantité dans la matrice extracellulaire
native et interagit avec les cellules via les intégrines, c’est pourquoi I'utilisation de gels
tridimensionnels de collagéne est rependue pour la culture cellulaire (90). Le collagéne
de type I permet de soutenir la croissance cellulaire et de promouvoir la morphologie
spécifique des cellules et leur fonction (92).

L’alginate est un poly anion, provenant d’'une algue, qui a la capacité de former
des hydrogels. Il n’y a pas d’interactions directes entre 'alginate et les cellules cultivées
mais ’hydrogel formé devient soluble (90)(94). L’alginate supporte la croissance et la
différenciation des cellules souches embryonnaires (94). Il a notamment déja été utilisé
pour la différenciation en cellules de la lignée hépatique (94).

La fibrine a déja été utilisée pour la culture de cellules souches
embryonnaires de souris (90). Enfin, I'acide hyaluronique est un polysaccharide
retrouvé dans de nombreux tissus et qui a été modifié pour former des hydrogels avec
des propriétés bien définies qui permettent I'’encapsulation de cellules viables (90).
L’encapsulation des cellules permet de maintenir leur viabilité et leur fonctionnalité,
permet de protéger les cellules des forces de frottement externes et face a une réponse
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immunitaire en cas d'implantation dans un tissu et elle permet la diffusion des éléments
nutritifs des cellules.

Les limites de ces supports sont leurs propriétés mécaniques inadéquates,
leur taux de dégradations variables et leur incapacité a recréer précisément la
complexité tridimensionnelle du poumon.

2.3.1.2. La matrice extracellulaire et les organes décellularisés

La matrice extracellulaire a été fortement étudiée pour la création de tissus
artificiels et en médecine régénérative. Elle est capable d’induire la formation de
nouveaux tissus présentant I'organisation spatiale correspondante au tissu initial ou
d’'intérét. Les composants de la matrice extracellulaire peuvent promouvoir la
différenciation des cellules souches embryonnaires en cellules et structures
similaires au tissu dont a été extraite la matrice (95). La matrice extracellulaire
obtenue par la décellularisation de tissus présente 'avantage d’apporter des molécules
spécifiques structurelles et fonctionnelles dans des proportions proches de celles
retrouvées dans le tissu natif, ainsi que le maintien de I'organisation architecturale en
trois dimensions (96). La diversité et la complexité des molécules qui composent cette
matrice rend difficile la création d’'un analogue a partir de protéines purifiées ou de
matériaux de syntheses. L’isolement de celle-ci par décellularisation de tissus et
d’organes est donc une méthode efficace pour obtenir un matériau qui peut étre utilisé
dans la reconstruction tissulaire (96). La matrice extracellulaire étant produite par les
fibroblastes d'un tissu ou organe donné, sa composition et sa structure varient selon son
origine (97). Elle a de plus la capacité a orienter la différenciation des cellules souches
embryonnaires et les cellules progénitrices adultes (98).

Le but de la décellularisation est de retirer tout le matériel cellulaire sans
affecter la composition biochimique, les propriétés mécaniques, la topographie des
ligands et I'activité biologique résiduelle du support restant. La plupart des molécules
qui composent la matrice extracellulaire sont bien connues et forment une maille
complexe spécifique du tissu comprenant du collagéne de type I et IV, des
glycosaminoglycanes, de la fibronectine, de la laminine, de I'élastine et de petites
molécules. Parmi ces petites molécules se trouvent des cytokines et des facteurs de
croissance comme EGF, FGF, BMP, PDGF, TGF-@, VEGF (Vascular endothelial growth
factor) (96). Bien que présentes en faible concentration, ces molécules sont de
puissants modulateurs du comportement cellulaire. La matrice extracellulaire agit
donc comme réservoir de ces molécules (96) (97). Le collagene et I'élastine assurent
la résistance et l'élasticité du parenchyme pulmonaire, alors que la laminine et
I'héparine sulfate induisent la polarisation des cellules épithéliales et la formation de la
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lumiere (99). La morphologie et le fonctionnement des pneumocytes de type II sont
dépendants de leur contact direct avec les fibroblastes et les fibres de collagene (99).
L’adhérence et la viabilité des cellules ensemencées sur une matrice acellulaire naturelle
de poumon sont significativement meilleures qu’avec d’autres types de supports comme
le « Matrigel ™» (100).

Les supports biologiques les plus sophistiqués sont les tissus ou organes
complets décellularisés. IlIs conservent I'architecture macroscopique de l'organe et
conservent également ses signaux spécifiques qui soutiennent la croissance cellulaire
nécessaire pour le reconstruire en entier. L'utilisation d’'un organe entier décellularisé
permet de conserver la trame de son réseau vasculaire. La difficulté dans I'utilisation
de ce type de support réside dans le processus nécessaire pour retirer les cellules et le
matériel immunogéne du tissu ou organe donneur tout en maintenant les propriétés
biochimiques et biophysiques de ce support qui vont permettre aux cellules
nouvellement implantées de s’adapter (96) (101).

En s’appuyant sur les résultats obtenus dans les études déja menées, dans
lesquelles des organes décellularisés ont été implantés chez des individus receveurs et
chez qui des réponses de rejets ont été évitées, des criteres minimum pour assurer
I'efficacité de la décellularisation ont pu étre déduits (102) :

. <50 ng ADN double brin par mg de matiere séche de matrice extracellulaire.
. Fragments d’ADN <200 paires de bases.
. Absence de matériel nucléaire visible sur les coupes colorées avec du 4',6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) ou de 'hématoxyline et de I'éosine

Des techniques ont été développées pour décellulariser des organes complexes
comme le cceur, le foie ou les reins (96). Décelullariser un tissu pulmonaire natif permet
de retirer tous les constituants immunogenes. Apres une décellularisation
précautionneuse, le tissu garde son architecture alvéolaire, sa capacité a fonctionner
comme barriere contre les particules ainsi que ses propriétés mécaniques mais
avec une matrice non anti-génique, ce qui permet d’éviter les traitements
immunosuppresseurs indispensables en cas d’allogreffes et souvent déléteres (53). La
repopulation de cet échafaud acellulaire avec plusieurs types de cellules de I'épithélium
pulmonaire néonatale donne une implantation cellulaire régionale respectant les
localisations anatomiques physiologiques. Pour favoriser la survie et la différenciation
des cellules de I'épithélium, I'échafaud est cultivé dans un bioréacteur congu pour
imiter certaines particularités de I’environnement du développement feetal du poumon,
incluant notamment la perfusion vasculaire et la ventilation (53).

La question de l'origine et de la qualité des poumons a décellulariser est a
prendre en considération. Les poumons humains utilisés pour produire des supports
biologiques proviennent de donneurs décédés (100). Cet organe est en contact
permanent avec ’environnement extérieur ce qui augmente le risque de contamination
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et d'infection. Les organes donneurs doivent donc autant que possible étre indemnes de
toute lésion ou affection afin de pouvoir assurer une décellularisation optimale et de
pouvoir obtenir un échafaud conforme a la structure d’'un poumon normal (103).

La décellularisation des poumons peut étre réalisée grace a une perfusion intra-
artérielle et/ou intra-trachéale contenant différentes substances, des détergents, des
enzymes, des solutions ioniques, acides ou basiques (55)(102). Des poumons
décellularisés peuvent étre maintenus stériles jusqu'a six mois apres leur
décellularisation en conditions réfrigérées (104). Cependant un entreposage prolongé
entraine une perte de structure et le développement d’une atélectasie (104). Celle-ci
peut étre partiellement reversée par ré-insufflation d’air dans des poumons stockés
pendant trois mois, par contre ces changements sont irréversibles pour des poumons
entreposés pendant six mois (104). La technique de stérilisation par irradiation ou acide
péracétique a un impact sur la qualité de I'organe (104). L’irradiation provoque une
modification importante de l'apparence des poumons avec fusion de certains septa
alvéolaires, apparition de zones d’emphyséme et épaississement de certaines régions
(104). L’acide peracétique semble moins délétere et plus adapté pour la stérilisation de
ces structures car seulement quelques plages d’atélectasie réversible sont observées
(104). Cependant son effet sur les protéines, et spécifiquement celles de la matrice
extracellulaire, est a prendre en considération puisqu’il s’agit d’'un agent dénaturant
(104). Finalement les conditions d’entreposage et de stérilisation des poumons
décellularisés peuvent significativement affecter leur structure et leur composition.

2.3.1.3. Protocoles de décellularisation détaillés

L’efficacité de la suppression des cellules dépend de l'origine du tissu et des
méthodes physiques, chimiques et enzymatiques qui sont utilisées. Chacun de ces
traitements affecte la composition biochimique, la structure tissulaire et le
comportement mécanique de la matrice extracellulaire restante (105).

Les antigenes xenogéniques et allogéniques sont par définition reconnus comme
étrangers par un hote et induisent une réaction inflammatoire conduisant au rejet par
I'héte. Néanmoins, les composants de la matrice extracellulaire sont généralement
conserveés entre les especes et sont plutét bien tolérés méme dans le cadre d’'une greffe
xenogénique. Le but des protocoles de décellularisation est de retirer efficacement
tout le matériel cellulaire et nucléaire tout en minimisant les effets négatifs sur la
composition, l'activité biologique et l'intégrité mécanique de la matrice
extracellulaire restante (105).

La décellularisation consiste en un traitement du tissu avec des solutions ioniques
destabilisant les membranes cellulaires, un traitement enzymatique avec de la trypsine
pour digérer les protéines et des nucléases pour séparer les acides nucléiques,. Les
élements protéiques sont dégradés en présence de détergents comme le dodécylsulfate

66



de sodium (SDS) ou le désoxycholate de sodium (96). Enfin, des solutions alcalines ou
acides sont communément utilisées pour retirer les acides nucléiques qui pourraient
encore se trouver sur la matrice, et pour la désinfecter avant de la stériliser (96). Toutes
ces étapes sont souvent couplées a des traitements physiques comme la congélation,
I'application d’'une pression directe, l'utilisation d’ultrasons, ou l’agitation afin
d’améliorer 'efficacité de la décellularisation (96). Ensuite des ringages successifs sont
nécessaires pour retirer les agents chimiques résiduels et éviter les réactions de rejet du
tissu receveur par rapport aux agents de décellularisation (96). Plusieurs techniques
peuvent étre mises en ceuvre comme la perfusion continue des poumons dans un
bioréacteur, ou l'instillation manuelle de fluides de décellularisation, ou I'’exposition
de coupes de tissu a ces fluides et a I'agitation mécanique (106). Malgré les précautions
prises, les traitements réalisés ont un effet sur la matrice. Les détergents perturbent le
collagéne dans certains tissus, ce qui rend la matrice extracellulaire moins solide. Cet
effet délétere du détergent est variable selon les tissus puisque leur composition en
collagene est variable. De méme, I'ablation des glycosaminoglycanes peut modifier les
propriétés viscoélastiques de la matrice restante (96). Les techniques de
décellularisation doivent étre optimisées en fonction des organes ou tissus afin de ne
pas compromettre les propriétés fonctionnelles et structurales de la matrice
extracellulaire. En général, les méthodes utilisées sont insuffisantes pour parvenir a une
décellularisation compléte (96).

Les méthodes physiques qui peuvent étre utilisées pour faciliter la
décellularisation regroupent la congélation, I'application d’'une pression directe, la
sonication et I'agitation. En refroidissant rapidement un tissu, des cristaux de glace
intracellulaires se forment et provoquent la rupture des membranes cellulaires ce qui
aboutit a la lyse des cellules. Le changement de température doit étre controélé
précisément afin d’éviter la formation de glace dans la matrice extracellulaire, ce qui
serait délétere pour celle-ci. Cette méthode est efficace pour provoquer une lyse
cellulaire mais elle doit tout de méme étre accompagnée d’un procédé pour retirer les
débris obtenus. L’application directe d’'une pression sur le tissu peut provoquer une lyse
cellulaire, mais cette technique n’est efficace que sur des tissus et organes qui ne
possédent pas une matrice extracellulaire trés dense, elle se révele donc efficace pour
décellulariser des poumons. L’agitation mécanique et la sonication ont déja été utilisées
simultanément avec un traitement chimique. L’agitation mécanique peut étre appliquée
en utilisant un agitateur magnétique, un agitateur orbital ou un agitateur rotatif. Quelle
que soit la méthode utilisée, la vitesse optimale, le volume de réactif et la durée de
'agitation mécanique dépendent de la composition, du volume et de la nature du tissu
(105) (Tableau IV).

Les traitements acides et basiques sont utilisés dans les protocoles de
décellularisation pour solubiliser les composants cytoplasmiques des cellules mais aussi
pour éliminer les acides nucléiques comme ’ADN et ARN. Par exemple, I'acide acétique,
'acide peracétique, I'acide sulfurique, I'acide chlorhydrique et I'hydroxyde d’ammonium
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peuvent efficacement rompre les membranes cellulaires et les organites intracellulaires.
Cependant ces produits peuvent aussi altérer les glycosaminoglycanes de la matrice
extracellulaire. L’acide peracétique a été étudié en particulier et s’est montré efficace
pour décellulariser de fines matrices extracellulaires a une concentration comprise
entre 0,10% et 0,15% (105). Son utilisation permet de désinfecter simultanément le
matériel. Son effet sur la matrice extracellulaire restante a été examiné et montre que
celle-ci conserve de nombreux lycosaminoglycanes natifs comme l'acide hyaluronique,
I’héparine, I'héparine sulfate, la chondroitine sulfate A. La laminine et la fibronectine de
la matrice sont également toujours présentes apres traitement et la structure et la
fonction de nombreux facteurs de croissance comme TGF-3, VEGF et FGF ne sont pas
non plus altérées. L'acide peracétique ne semble pas non plus avoir d’effets néfastes sur
le comportement mécanique de la matrice extracellulaire malgré ses propriétés de
dénaturation des protéines. Ces produits, et en particulier 'acide peracétique, sont donc
efficaces pour décellulariser et désinfecter les substrats (105). Les bases comme
I’hydroxyde de sodium sont assez peu utilisées car elles réduisent fortement les
propriétés mécaniques de la matrice extracellulaire en clivant les fibrilles de collagene
et peuvent aussi completement éliminer les facteurs de croissance présents (102)
(Tableau IV).

Les détergents non ioniques sont beaucoup utilisés pour la décellularisation car
leur effet sur la structure du tissu est relativement modéré. Ils déstabilisent les
interactions lipide-lipide et lipide-protéine mais n’altérent pas les liaisons protéine-
protéine. Ainsi les protéines présentes dans un tissu apres traitement par ce type de
détergent conservent leur conformation fonctionnelle. Le Triton X-100 est le détergent
non ionique le plus étudié dans le cadre des protocoles de décellularisation. Les
résultats obtenus sont variables. Son efficacité est dépendante du tissu a décellulariser
et des autres méthodes qui lui sont associées. De plus, son effet sur les
glycosaminoglycanes est aussi mitigé (105) (Tableau IV).

Les détergents ioniques sont efficaces a la fois pour solubiliser la membrane
cytoplasmique des cellules mais aussi leur membrane nucléaire mais ils ont tendance a
dénaturer les protéines en déstabilisant leurs liaisons. Les détergents ioniques les plus
utilisés sont le SDS et le désoxycholate de sodium. Le SDS est tres efficace pour retirer
les composants cellulaires d’un tissu. Comparé a d’autres détergents, le SDS amene a une
élimination plus complete des protéines cytoplasmiques. Cependant, il tend a perturber
la structure native du tissu et provoque une diminution de la concentration en
glycosaminoglycanes et une perte de l'intégrité du collagéne. Le desoxycholate de
sodium est aussi tres efficace pour éliminer les restes cellulaires mais semble causer
plus de perturbations de I'architecture du tissu natif par rapport au SDS (105)(Tableau
V).
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Les détergents zwitterioniques possedent les propriétés des détergents
ioniques et des détergents non ioniques. IlIs ont une plus forte propension a déstabiliser
les protéines que les détergents non ioniques (105) (Tableau IV).

L’élimination des protéines de la matrice extracellulaire et de I’ADN par les
détergents augmente avec la durée d’exposition et varie selon I'organe, le type de tissu
et I'age du donneur. L’association de plusieurs détergents augmente la perte protéique.
Le SDS est plus efficace pour éliminer les résidus cellulaires par rapport aux autres
détergents mais perturbe d’avantage la matrice extracellulaire. En particulier, Le
détergent zwitterionique 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate (CHAPS) est plus efficace pour décellulariser des tissus fins comme le
poumon (53).

Certains solvants organiques ont été étudiés pour la décellularisation des
organes. Le tri(n-butyl)phospahte (TBP) est un agent chaotropique qui a déja été utilisé
dans certaines études et notamment pour la décellularisation de tendons et de
ligaments. Il s’est montré efficace pour éliminer tous les restes d’origine nucléaire des
tissus sur lesquels il a été testé. Il n’a montré aucun effet sur la résistance a la traction
des fibres de collagene comparé a un échantillon de tissu témoin qui n’a pas subi de
traitement au TBP. Cet agent chaotropique qui présente peu d’incidence sur le
comportement mécanique de la matrice extracellulaire semble donc prometteur pour la
décellularisation des tissus et organes (105) (Tableau IV).

Des traitements hypertoniques et hypotoniques sont aussi décrits. En effet, un
choc osmotique avec de 'eau déminéralisée ou avec une solution a force ionique faible
provoque une lyse cellulaire dans les tissus et organes. Un traitement avec une solution
hypotonique, suivi d’'un traitement avec une solution hypertonique peut provoquer une
lyse des cellules mais n’élimine généralement pas les débris des cellules. Un traitement
chimique ou enzymatique doit donc y étre ajouté (105) (102) (Tableau IV).

Les agents chélateurs, comme 'EDTA (Ethylénediaminetétraacétique) ou 'EGTA
(Ethylene Glycol Tetraacetic Acid), sont des complexes moléculaires en forme d’anneau
qui se lient fermement et isolent certains ions. Il a été démontré que des cations
divalents comme Ca%* et Mg2* sont nécessaires a I'adhésion des cellules au collagéne et a
la fibronectine. En isolant les cations divalents présents au niveau de la liaison entre les
cellules et la matrice extracellulaire ces agents facilitent I’élimination du matériel
cellulaire des tissus. L'EDTA est habituellement utilisé en association avec la trypsine
(105) (Tableau IV).

Les techniques enzymatiques de décellularisation comprennent l'utilisation de
protéases de digestion, d’agents chélateurs du calcium et de nucléases. La trypsine est
une des enzymes protéolytiques les plus communément employées dans les protocoles
de décellularisation. Il s’agit d’'une enzyme tres spécifique qui clive la liaison peptidique
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du coté du carbone de I'arginine et de la lysine, si le peptide suivant n’est pas la proline.
Les nucléases comme les endonucléases catalysent I’hydrolyse les liaisons internes des
chaines désoxyribonucléotidiques et ribonucléotidiques alors que les exonucléases
catalysent ’hydrolyse des liaisons terminales des chaines désoxyribonucléotidiques et
des ribonucléotidiques, ce qui méne finalement a la dégradation de I'’ADN et de ’ARN.
L’utilisation de traitements enzymatiques n’est pas sans conséquence sur les éléments
de la matrice extracellulaire des tissus et organes. Un traitement trypsine/EDTA réduit
sensiblement la composition en fibronectine et en laminine de la matrice extracellulaire
et une exposition prolongée a ce traitement réduit considérablement la teneur en
élastine et en glycosaminoglycanes. Ce traitement peut mener a une diminution de la
résistance a la traction de la matrice extracellulaire de I'ordre de 50%. Il est donc
important, dans ce protocole, d’optimiser le temps d’exposition afin d’apporter une
décellularisation efficace sans compromettre les propriétés de la matrice extracellulaire
(105) (Tableau IV).

Au cours de la décellularisation un certain nombre de protéases peuvent étre
libérées par les cellules rompues. Ces protéases peuvent altérer la matrice
extracellulaire. C’est pour cette raison qu’il peut étre intéressant d’inclure des
inhibiteurs de protéases comme le fluorure de phénylméthylsulfonyle, la leupeptine ou
I'aprotonine dans la solution dans laquelle le tissu est immergé. L'utilisation d’'une
solution tampon a pH 7-8 inhibe également de nombreuses protéases, et le controle de
la température et du temps d’exposition a la solution est aussi un moyen de limiter
'activité de ces enzymes (105) (Tableau IV).

Un des problemes rencontrés avec ces protocoles de décellularisation est la
présence de bactéries qui peuvent contaminer la matrice extracellulaire restante.
L’utilisation d’antibiotiques est décrite notamment la pénicilline, la streptomycine et
I'amphotéricine B. Des résidus d’antibiotiques peuvent alors étre retrouvés dans les
supports utilisés pour la culture tridimensionnelle des cellules, ce qui méne a un autre
sujet de préoccupation (105) (Tableau IV).

L’efficacité de la décellularisation et l'altération de la matrice extracellulaire
varient, entre autre, selon l'origine du tissu, sa composition, sa densité. Pour chaque
tissu, il est nécessaire d’optimiser le protocole de décellularisation afin d’obtenir une
élimination cellulaire acceptable (105).

Il existe plusieurs méthodes pour vérifier I'efficacité de la décellularisation d'un
tissu. Une coloration cellulaire standard a I’hématoxyline-éosine permet de
déterminer si des structures cellulaires peuvent encore étre observées.
L'immunohistochimie peut se révéler utile pour la recherche de protéines spécifiques
comme l'actine ou la vimentine qui sont des protéines spécifiques du cytosquelette. La
recherche de I’ADN peut étre réalisée en utilisant des molécules fluorescentes, comme le
DAPI par exemple, qui se lient spécifiquement a 'ADN. En plus de la vérification de
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I’élimination des cellules il est important de s’assurer que les éléments utiles de la
matrice sont conservés, comme les protéines d’adhésion (fibronectine, laminine), les
glycosaminoglycanes, les facteurs de croissance, les fibres élastiques, et le collagene qui

seront indispensables pour l'infiltration des cellules souhaitées dans la matrice in vivo
(105).

Les protocoles de décellularisation comprennent I'emploi de substances
chimiques utilisées pour leur capacité a endommager les cellules éliminées par des
phases de ringage. Si ces substances demeurent dans le tissu a une forte concentration
elles seront toxiques pour les cellules utilisées pour recoloniser I'organe décellularisé
(105). Il n’existe pour l'instant aucune méthode pour quantifier les résidus de ces
produits chimiques.

Finalement, la décellularisation requiert en général la combinaison de
traitements physiques, enzymatiques et chimiques. Il est souhaitable de recourir au
traitement le plus doux possible qui permet d’obtenir un matériel acellulaire sans
altération des propriétés physiques et fonctionnelles de la matrice extracellulaire.
L’élimination des protéines d’adhésion et des glycosaminoglycanes de la matrice
peut ralentir la migration des cellules ensemencées mais aussi altérer la
bioactivité de la matrice elle-méme. De méme, un affaiblissement du réseau de
fibres de collagene peut modifier le comportement mécanique de la matrice
extracellulaire. Enfin les traitements chimiques utilisés peuvent rendre la matrice plus
vulnérable a la dégradation enzymatique in vivo, ce qui peut mener a une
diminution rapide de la résistance du support une fois implantés chez le receveur.
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Tableau IV: Méthodes de décellularisation communément employées (105).
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Dans le cas du poumon, les méthodes physiques comme la congélation et
'agitation vigoureuse peuvent provoquer des destructions excessives de la matrice
extracellulaire fragile (107). Les agents enzymatiques utilisés seuls ne sont pas
suffisamment rentables pour des organes avec une vaste surface comme le poumon.
C'est pour cela que les méthodes chimiques sont les plus utilisées pour la
décellularisation des poumons (107). La méthode de distribution des substances
utilisées est aussi a prendre en compte afin de préserver au mieux la vascularisation
(108).

Des poumons d’hommes et de porcs ont déja été décellularisés (100). La trachée
et 'artére pulmonaire sont chacune connectées a une canule. Du SDS est ensuite injecté
dans les poumons via ces canules et les poumons sont eux-mémes immergés dans cette
solution. Les bains et les flux de perfusions sont régulierement changés pendant sept
jours. A partir du sixiéme jour d’immersion la décellularisation est presque compléte
(Figure 15). Le septieme jour, les poumons sont perfusés avec de I’eau distillée puis une
solution contenant de la pénicilline, de la streptomycine et de I'amphotéricine B. Les
échafauds acellulaires obtenus sont ensuite stockés dans cette solution associée a une
solution antimycotique. Une endoscopie des vaisseaux et des voies conductrices de I'air
montre que macroscopiquement les structures de surface semblent intactes, sans signe
d’altération de l'architecture et sans débris cellulaires visibles. La comparaison de la
pression maximale et de la compliance statique et dynamique entre des poumons de
porcs décellularisés et des poumons de porcs « normaux » ne montre pas de différence
significative.
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Figure 15: Procédure de traitement pour la décellularisation d’'une trachée et de
poumons d’'un porc (d’aprés (100)). (A) Poumon du porc avant traitement. (B) Placement des
canules dans la trachée et dans I'artere pulmonaire. (C) Début du traitement de décellularisation le
premier jour, Le SDS présent dans la cuve est décoloré a cause de la présence de sang hémolysé et de
débris cellulaires. (D) Deuxiéme jour de traitement. (E) Troisieme jour de traitement. (F) Quatriéme jour
de traitement. Les zones blanches correspondent aux zones décellularisées. (G) Cinquiéme jour de
traitement. La fleche blanche montre une partie proche de la carene qui n’est pas encore entiérement
décellularisée. (H) Sixiéme jour de traitement. (I) Septiéme jour de traitement. (J) poumons
complétement décellularisés retirés de la cuve le septiéme jour, vue de face.

La quantification des fibres de collagéne montre que les poumons décellularisés
ne contiennent que 50% du collagéne d’'un poumon natif considéré comme normal
(100). Malgré la diminution de la teneur en collagéne des poumons acellulaires, les
principales structures macroscopiques et microscopiques sont conservées. L’utilisation
de l'immunohistochimie ne montre pas de cellules ou de débris cellulaires apres
décellularisation. De plus 'immunomarquage révele que le poumon distal contient des
paquets de fibres de collagéne intercalés avec de petites quantités de fibres d’élastine.
La fibronectine est aussi retrouvée dans toutes les zones examinées du poumon distal.
Les bronches souches principales conservent leur forme et leur structure, le collagéne
de type I et I'élastine conservent la méme organisation architecturale que dans des
bronches normales (100). Aucune différence significative de réaction des poumons au
détergent entre 'homme et le porc n’a pu étre mise en évidence. L’intégrité de la matrice
extracellulaire a aussi été vérifiée en insufflant de I'air dans les poumons et aucune fuite
d’air n’a été détectée (103). L’application d’un cycle de ventilation avec un volume allant
de 15 a 100 cm3/insufflation montre que les poumons acellulaires permettent une
inspiration et que le retour élastique est suffisant pour assurer une expiration passive
(103).
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Il est donc possible d’obtenir des poumons entiers décellularisés chez le
porc et chez 'homme. Les propriétés mécaniques et structurales des poumons
sont conservées. L’'utilisation du SDS semble donc étre prometteuse pour obtenir
des poumons acellulaires qui conservent une majorité de leurs caractéristiques
mécaniques, structurales et biologiques.

La comparaison de l'utilisation du SDS a celle d’'un détergent zwitterionique, le
CHAPS sur des poumons de rongeurs montre que dans les deux cas tout le matériel
cellulaire est éliminé, notamment au moins 99% de I'ADN (107). La coloration
histochimique et les tests mécaniques révelent que le collagéne et I'élastine sont
conservés dans les matrices décellularisées par le CHAPS alors que dans le cas de
I'utilisation du SDS une perte de collagene et une diminution de la résistance mécanique
sont objectivées. L’analyse quantitative confirme ces informations avec une perte de
80% du collagene avec le SDS avec une perte de résistance associée. Pour les deux
détergents, au moins 60% de 1’élastine et 95% des protéoglycanes sont éliminés (107).
L ‘élastine est essentielle pour assurer le retour passif lors de l'expiration, le maintien
d’au moins quelques fibres aprés le processus de décellularisation est donc important
pour conserver la compliance physiologique du poumon. Malgré la perte d’'une grande
quantité d’élastine avec les deux types de traitement, il semblerait que les fibres
restantes soient suffisantes pour assurer le retour élastique nécessaire. Aucun effet
significatif de I’élimination des protéoglycanes n’est objectivé (107). L'utilisation du
CHAPS semble étre une bonne alternative a celle du SDS. Selon les études, Le SDS
mene a une perte plus ou moins importante des propriétés mécaniques des poumons
(103)(107). Ceci peut étre lié au fait que les especes étudiées ne sont pas les mémes et la
composition de la matrice extracellulaire n’est pas identique (109). De méme, le
protocole appliqué n’est possiblement pas exactement le méme. Il est donc important
d’établir un protocole précis propre a chaque espéce. L’association Triton X-100/ SDC
déstabilise moins la matrice extracellulaire que les deux autres détergents et
permettrait donc de mieux conserver les propriétés mécaniques du poumon (110).
Néanmoins, la recellularisation réalisée ensuite ne montre initialement pas de
différences significatives en terme d’adhérence et de proliférations des cellules
inoculées.

Finalement, Il existe une variété de protocoles possibles pour produire
des poumons décellularisés compatibles pour I'ensemencement cellulaire et
éventuellement une greffe. Toutefois il reste quelques interrogations sur ce qui
constitue un support décellularisé optimal et quels devraient alors étre les
critéres d’optimisation.
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2.3.2. Supports synthétiques

Les matériaux synthétiques sont couramment utilisés. Ils peuvent étre non
biodégradables ou bien étre dégradés par des mécanismes hydrolytiques ou
enzymatiques. Leur avantage est 'adaptabilité de leurs propriétés physiques (90).
Les polyesters sont souvent utilisés pour I'élaboration de tissus artificiels. En
particulier, des cellules souches embryonnaires déposées sur ce genre de support avec
un milieu de culture et des facteurs de croissance appropriés a déja permis la
régénération de différents types tissulaires comme des structures vasculaires et
nerveuses (111). Les hydrogels de polyéthylene glycol (PEG) ont également été
étudiés pour la culture et la différenciation des cellules souches embryonnaires afin de
parvenir a différents types de tissus obtenus artificiellement. Des auto-assemblages de
peptides ont aussi été testés pour la différenciation contrélée des cellules souches. Ces
gels forment des structures fibrillaires tres fines, de 'ordre du nanometre, similaires a la
matrice extracellulaire native. Ainsi, bien que synthétiques les hydrogels permettent
d’'imiter la structure et les signaux retrouvés dans la matrice extracellulaire naturelle
(111). Les polymeres synthétiques bio résorbables sont trés intéressants a étudier
pour deux raisons précises. D’abord, ils se dégradent en formant des produits qui sont
ensuite métabolisés et/ou excrétés, et parfois ne laissent finalement plus aucun
matériau chez le receveur. Ensuite, ils sont extrémement polyvalents puisque que leurs
propriétés physicochimiques peuvent étre completement controélées. Ils peuvent
donc étre ajustés a l'utilisation souhaitée (85). L'un des éléments essentiel de ces
polymeres est leur biocompatibilité, ce qui implique que le support choisi ne doit pas
provoquer de réactions immunogénes ou inflammatoires déléteres. Les matériaux
utilisés doivent pouvoir étre stérilisés et doivent se dégrader sans produire de
composés cytotoxiques, inflammatoires ou immunogeénes. De plus, ils doivent
présenter une épaisseur et un volume adaptés, ainsi qu'un microenvironnement
adéquate pour réguler l'adhésion, la prolifération, la mobilité, la survie et la
différenciation des cellules. Les interactions entre les cellules et le support synthétique
doivent étre optimisées car celles-ci ont un impact sur I'adhérence et la morphologie
cellulaire, qui vont elles-mémes ensuite influencer différents processus cellulaires. Ces
interactions sont directement ou indirectement liées aux caractéristiques
physicochimiques de la surface du polymeére, notamment, son hydrophilie, sa
rugosité, sa cristallinité, sa charge (85). Le plus souvent les supports synthétiques
sont dépourvus de ligands spécifiques que les récepteurs cellulaires reconnaissent en
conditions physiologiques, ainsi 1'ajout de molécules de matrice extracellulaire est
nécessaire pour améliorer ces interactions. La rigidité du substrat est aussi un
parametre important a considérer, puisqu’elle détermine 1'organisation du cytosquelette
des cellules et les fonctions qui y sont associées (85). Elle influence la prolifération
cellulaire. En général, une rigidité du support similaire a celle du tissu natif favorise le
phénotype cellulaire correspondant a ce tissu. La porosité, la taille des pores et les
interconnections entre les pores sont des caractéristiques morphologiques du support
qui ont une influence directe sur les interactions entre cellules. Une porosité importante
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est bénéfique pour favoriser l'infiltration des vaisseaux mais elle compromet en général
les propriétés mécaniques du support. La taille des pores influence linfiltration
cellulaire, les interactions entre cellules et le transport des nutriments et des
métabolites (85). La géométrie du réseau de pores est aussi a prendre en considération.
Elle affecte l'organisation des cellules sur le support. En général, des propriétés
mécaniques similaires a celles du tissu natif sont recherchées. Une structure faible ne
sera pas capable de résister aux forces biomécaniques retrouvées in vivo. Au contraire,
une structure tres solide va engendrer des contraintes, c’est a dire que la charge
physique est transférée au support, ce qui méne a une stimulation mécanique
insuffisante du tissu qui entoure 'implant (85). De plus, la dégradation des polymeres
biorésorbables mene a des modifications de leurs propriétés physiques en fonction du
temps. Ainsi la capacité a controler les modalités de dégradation de ces polymeres
est recherchée. Leur dégradation dépend de différents parametres, et leur mode de
dégradation varie aussi: érosion de surface, érosion en profondeur, intervention
d’enzymes. Idéalement, le support doit maintenir ses propriétés mécaniques le
temps que la reconstruction ait lieu (85). Enfin, le taux de dégradation du support
détermine l'espace disponible pour la croissance du tissu une fois implanté chez le
receveur. Dans un scenario optimal, le taux de dégradation et le taux de formation
tissulaire doivent étre coordonnés afin de fournir une stabilité mécanique et structurale
au greffon. Une série de polymeres biorésorbables a été étudiée pour leur application en
bio ingénierie tissulaire et en particulier les polyesters (85).

Plusieurs procédés de fabrication ont été développés pour former des supports
synthétiques tridimensionnels. La fabrication de tels polymeéres implique généralement
plusieurs étapes, une étape de fusion des polymeres, une étape de dissolution dans des
solvants organiques, une étape de traitement par des gaz ou des fluides sous haute
pression et/ ou une étape de lessivage. La plupart des méthodes utilisées permettent
I'incorporation de molécules bioactives dans la matrice du polymére. Cependant, les
conditions de fabrication du support peuvent altérer I'activité de ces molécules
(85).

Finalement, malgré les grandes possibilités offertes par les supports
synthétiques (en terme de substrat, des formes,...), il semble que les supports
organiques décellularisés soient au centre des recherches actuelles car ils
sont plus a méme de respecter I'organisation tridimensionnelle physiologique
des organes et a fortiori du poumon.

Apres avoir déterminé les cellules disponibles pour la culture ainsi que les
supports possibles pour leur ensemencement, nous allons nous pencher plus
spécifiquement sur la mise en ceuvre de la culture tridimensionnelle en elle-méme.
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2.4.RECONSTITUTION EN PRATIQUE

Deux techniques sont décrites pour parvenir a un organe dit artificiel, la
recellularisation et la bioimpression.

2.4.1. Larecellularisation.

L’ingénierie des organes et des tissus ex vivo requiert la culture de cellules avec
une forte densité sur des supports biorésorbables dans un environnement controlé.
Différentes difficultés doivent étre surmontées comme un ensemencement cellulaire
uniforme, un apport nutritionnel suffisant et la suppression des déchets. De plus,
I'environnement de culture doit étre maintenu sous contréle, notamment la
température, le taux d’oxygéne, le pH, les stimulations biochimiques et
biomécaniques. La recellularisation est un processus long qui nécessite une source de
cellules adéquate, une méthode d’ensemencement optimale et une méthode de culture
correspondant aux conditions physiologiques. Pour déposer les cellules, un systeme de
perfusion pulsatile ou continue, ou bioréacteur, est indispensable afin de délivrer de
I'oxygene aux cellules et de maintenir le milieu a une température constante. Les
liquides de perfusion dérivent des milieux de culture utilisés pour les cellules
ensemencées. Ils doivent contenir des facteurs de croissance et des molécules
spécifiques de l'organe concerné (55). Comme évoqué précédemment, différents types
cellulaires ont été étudiés comme candidats potentiels pour une recellularisation
efficace des supports acellulaires, notamment des suspensions de cellules pulmonaires,
des cellules progénitrices, des cellules souches adultes et embryonnaires, et des cellules
souches pluripotentes induites (112). Dans le cas de l'utilisation de cellules souches
embryonnaires, celles-ci peuvent étre pré-différenciées en un type cellulaire spécifique
avant 'ensemencement ou bien laissées a | état indifférencié (61). Malgré les variations
de compositions de la matrice obtenue apres la décellularisation du poumon, il
semblerait que les cellules inoculées et ensemencées parviennent a adhérer et a
recellulariser le poumon quel que soit le protocole de décellularisation utilisé (110).

Le type de cellules sélectionné pour ensemencer les poumons est d’abord cultivé
sur un support plat dans un milieu de culture approprié. Les cellules sont ensuite
décollées de ce support, avec de la trypsine par exemple, puis remises en suspension
avant d’étre introduite sur le support acellulaire (113). Le poumon dispose de deux
voies pour 'ensemencement, les vaisseaux sanguins, notamment l'artére pulmonaire,
et les voies respiratoires.

En plus des cellules de I'épithélium pulmonaires, des cellules endothéliales et
des fibroblastes doivent étre ensemencés sur le support. En effet les cellules
endothéliales permettent d’avoir une barriére non thrombotique dans la matrice
acellulaire de I'organe et assure que le flux sanguin soit confiné a I'espace vasculaire
lorsque l'organe est réimplanté in vivo (53). Les propriétés de l'endothélium des
vaisseaux pulmonaires sont primordiales pour la réalisation de nombreux processus,
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incluant les échanges gazeux, la régulation du passage des fluides et des solutés entre le
sang et 'espace interstitiel et ces cellules font également partie de la charpente qui
soutient 1’épithélium alvéolaire. L’ensemencement du compartiment vasculaire de
poumon décellularisé révele une distribution inégale avec une couverture incomplete
des vaisseaux (53). Des phénomeénes thrombotiques ainsi qu’une insuffisance organique
terminale peuvent se développer. Ceci montre I'importance a accorder a I'étude de la
recellularisation de l’endothélium, notamment les types cellulaires a utiliser, leur
potentiel de croissance et leur voie d’administration (53) . Les phénomenes
thrombotiques sont en effet une des limites a l'utilisation de ces structures pour la
réimplantation in vivo. L’avantage d’utiliser des organes complets décellularisés est la
conservation du réseau de vaisseaux sanguins mais l'utilisation de ceux-ci nécessitent
une endothélialisation adéquate (53). les fibroblastes qui sécretent et remodeélent la
matrice extracellulaire et améliorent les fonctions des cellules du parenchyme
pulmonaire sont indispensables pour la recellularisation complete (97).

Les cellules peuvent étre déposées en conditions statiques en présence d’un
milieu de culture défini. Un des inconvénients majeurs de cette méthode est que la
plupart des cellules ne pénétrent pas au dela de quelques centaines de microns dans
le support, ce qui mene a une croissance hétérogene du tissu (85). Pour améliorer ce
point, les cellules peuvent étre ensemencées par injection, par perfusion, par
centrifugation ou bien déposées par aspiration (85). Toutes ces techniques ont montré
une amélioration de la distribution des cellules (85). Dans le cas de I'ensemencement
par injection il est facile de controler le lieu de dépdt des cellules mais cette technique
requiert de multiples inoculations en différentes parties de la matrice et mene a une
densité cellulaire tres importante localement qui peut potentiellement former des
agrégats cellulaires puis mener a de la nécrose (85). Dans le cas de la perfusion, les
cellules sont projetées dans le parenchyme par un flux ce qui peut endommager la
matrice mais la distribution des cellules est plus simple par rapport a l'utilisation des
injections et permet d’obtenir une distribution plus homogene (85). Par contre la
matrice est soumise a des forces de cisaillement pendant toute l'opération (85).
L’ensemencement par perfusion a été réalisé sur des poumons de rats décellularisés,
cent millions de cellules épithéliales néonatales ont été introduites dans les voies
aériennes, suivi d’'une nuit de culture statique pour faciliter 'adhérence des cellules. Les
poumons ont ensuite été perfusé via la vascularisation et ventilé via les voies de
conduction de l'air. Trente millions de cellules endothéliales ont été introduites par
injection dans les vaisseaux. La ventilation pendant I'administration des cellules favorise
la diffusion des cellules endothéliales le long de l'axe vasculaire. Cette stratégie
d’ensemencement permet une couverture satisfaisante de la matrice pulmonaire
décellularisée (53). Cette technique de recellularisation permet d’obtenir des alvéoles
comparables en nombre en taille a celles d’'un poumon natif (114). Quoiqu’il en soit, si
des cellules progénitrices ou souches sont utilisées et non des cellules matures il n'y a
pas besoin d’'une couverture parfaite et complete de la matrice dans un premier temps
car ces cellules sont censées se multiplier et maturer apres leur dépot (97). Dans le cas
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de l'utilisation de support en polymeéres hydrophobes, le recourt a I'éthanol et I'’eau pour
pré humidifier montre une amélioration de la pénétration des cellules dans les pores de
I’échafaud (85). De méme, I'hydrolyse de la surface du polymere ou bien l'infiltration de
celui-ci avec un polymeére hydrophile augmente la cellularité de I'édifice. Par ailleurs
dans ces conditions, la diffusion des molécules étant le principal moyen d’apporter les
nutriments et de se débarrasser des déchets, une moins bonne survie des cellules est
souvent observée dans la partie centrale de la construction, en raison du gradient des
nutriments et des métabolites généré le long du support. (85) Le support peut étre placé
sur un fil de fer dans un contenant avec un agitateur magnétique qui crée donc une
suspension cellulaire bien mélangée, aboutissant a un ensemencement dynamique du
support. La vitesse de rotation de l'agitateur est a adapter de telle facon qu’elle soit
suffisante pour favoriser le dépot des cellules et leur pénétration dans le support sans
provoquer de lésions cellulaires. Le support peut également étre placé dans un récipient
cylindrique rotatif. La force centrifuge générée par la rotation du cylindre contrebalance
la gravité, ce qui permet de maintenir le support en suspension dans le milieu de culture.
(85)(Figure 16). Les matrices ensemencées sont ensuite maintenues dans des systemes
de cultures adéquates ou bioréacteurs qui permettent la survie et le
fonctionnement des cellules.

(B)

(D)

Chambres
d'écoulement

.

Pompe

Réservoir du milieu
de culture

Figure 16 : Différentes techniques de cellularisation d'un support (d’apres (85)). (A)
Ensemencement statique ; (B) ensemencement en tube rotatif ;(C) Ensemencement avec agitateur
magnétique, (D) Ensemencement par perfusion
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2.4.2. La bio-impression

Les progres de l'impression tridimensionnelle permettent désormais son
utilisation pour l'ingénierie tissulaire. La superposition couche par couche de
matériel biologique et biochimique, associée a un contréle du placement dans
I'espace des composants fonctionnels est utilisée pour former des structures
tridimensionnelles.

La bio-impression regroupe trois approches différentes: le biomimétisme,
I'auto-assemblage et la construction de mini-tissus (115). Le biomimétisme permet
d’obtenir une reproduction a I'identique des composants cellulaires et acellulaires d'un
tissu ou d'un organe. La compréhension du microenvironnement, en particulier
I'arrangement spécifique des cellules fonctionnelles et des cellules qui les supportent,
les concentrations en facteurs solubles et insolubles, la composition de la matrice
extracellulaire est indispensable. L’utilisation du déroulement du développement
embryonnaire d’'un organe comme guide est la seconde clef de la réplication de tissus
biologiques. Les premiers composants cellulaires d'un tissu en développement
produisent leur propre matrice extracellulaire et les signaux intercellulaires appropriés
et s’assemblent de maniere autonome pour parvenir a la microarchitecture et aux
fonctions biologiques correspondantes au tissu en question. Cette capacité d’auto-
assemblage correspond aux sphéroides déja évoqués dans un contexte sans support
(116). Les organes et tissus peuvent étre subdivisés en sous-unités fonctionnelles et
structurales ou mini tissus. Ces mini-tissus peuvent étre fabriqués et assemblés en des
sous ensembles plus grands par conception rationnelle ou auto-assemblage ou encore
par combinaison des deux (116). Il existe deux stratégies principales, la premiere
consiste en un auto-assemblage des cellules sous forme de sphéres qui s’assemblent
elles-mémes en un macro-tissu avec une organisation et une architecture inspirées de la
biologie (116). La seconde, consiste en I’élaboration de reproductions trés précises et
haute résolution d’unités tissulaires qui sont ensuite amenées a s’auto-assembler en un
macro-tissu fonctionnel. L’association de ces deux stratégies est utile pour imprimer une
structure biologique tridimensionnelle complexe avec de multiples propriétés et
composants fonctionnels, structuraux et mécaniques (115). Les étapes majeures dans la
bio-impression sont la conception et la représentation, le choix des matériaux et des
cellules, et I'impression du tissu construit. Le tissu obtenu est ensuite transplanté,
parfois apres une période de maturation in vitro, ou bien maintenu in vitro pour réaliser
des analyses (115).

Afin de reproduire larchitecture complexe et hétérogéne d'un organe
fonctionnel, une connaissance complete de sa composition et de son organisation est
obligatoire (115). L'imagerie médicale est un outil indispensable pour obtenir des
informations sur la structure et le fonctionnement a I’échelle cellulaire, tissulaire,
organique et a l’échelle de l'organisme entier. Les techniques d’imagerie les plus
courantes dans ce contexte sont les rayons X avec un scanner et l'imagerie par
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résonnance magnétique (IRM) (115). Des modélisations faites a I'ordinateur sont
ensuite utilisées pour obtenir des modéeles tridimensionnels des organes. Le modéle
obtenu peut dés lors étre utilisé directement comme patron pour l'impression
tridimensionnelle. Plusieurs techniques de bio-impression tissulaire sont décrites,
I'impression par jets, par micro-extrusion, ou assistée par laser. Ces différentes
techniques n’offrent pas les mémes caractéristiques en terme de résolution, de
viabilité cellulaire et de matériel biologique utilisé (115).

L’'impression par jets est le type d'impression le plus utilisé a la fois pour des
applications biologiques et non biologiques. Ces imprimantes utilisent une force
thermique ou acoustique pour éjecter des gouttes de liquide sur un substrat qui
supporte ou forme une partie de la construction finale (117)(118)(119). Les
imprimantes thermiques fonctionnent par réchauffement électrique de la téte
d’impression qui permet de produire de petites impulsions au niveau de la buse et donc
provoque le dépd6t de gouttelettes. L’augmentation de la température localement n’a pas
de conséquences sur la stabilité des molécules comme I’ADN ni sur la viabilité des
cellules (120)(121). Les avantages de ce type d’imprimantes sont la vitesse
d’'impression, leur faible colit et leur grande disponibilité (115). Cependant, le risque
d’exposer les cellules et les matériaux utilisés a un stress mécanique et thermique, la
non uniformisation de la taille des gouttelettes, I'encrassement fréquent de la buse, et
| ‘encapsulation aléatoire des cellules sont des inconvénients fréquemment rencontrés
lors de son utilisation (115). D’autres imprimantes de ce type contiennent un cristal
piézoélectrique qui géneére une onde acoustique dans la téte d’'impression qui permet
de fractionner le liquide en gouttelettes a intervalle de temps régulier. D’autres
imprimantes encore utilisent une onde acoustique associée a des ultrasons pour éjecter
les gouttelettes. Les parametres des ultrasons comme leur amplitude, leur durée et leur
rythme peuvent étre ajustés afin de controler la taille des gouttes et leur cadence
d’éjection (115). Les avantages de ces imprimantes acoustiques sont la possibilité de
produire des gouttelettes de taille uniforme et de contréler cette taille, ainsi que la
direction de 1I'éjection, elles permettent aussi d’exposer les matériaux et les cellules a
des températures moins élevées. De plus ces imprimantes peuvent combiner
plusieurs éjecteurs, ce qui facilite I'impression simultanée de plusieurs types de cellules
et de matériaux (122). Enfin, une des limites de toutes ces imprimantes est la viscosité
des substances utilisées, car une viscosité importante nécessite une force d’éjection
élevée (115). De plus, le matériel biologique doit étre sous forme liquide pour pouvoir
former des gouttelettes, mais une fois imprimé ce liquide doit pouvoir s’organiser en
une construction solide tridimensionnelle fonctionnelle. Cette limite peut étre
surmontée par l'utilisation de produits chimiques ou d’ultraviolets ou par des
modifications de pH aprés I'impression. Mais l'utilisation de tels procédés impliquent
des modifications des composants de la matrice extracellulaire et peut aussi étre
toxique pour certaines cellules, ce qui amene a une diminution de la viabilité et de la
fonctionnalité du tissu obtenu (115). Enfin il est difficile d’obtenir une densité
cellulaire compatible avec un tissu fonctionnel. Ces imprimantes offrent néanmoins des
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avantages puisqu’elles sont relativement peu couteuses, proposent une haute résolution
et une grande vitesse d'impression et sont compatibles avec de nombreux matériaux
biologiques (115).

L’'impression par micro-extrusion est la technique la plus accessible et la plus
commune pour l'impression tridimensionnelle non biologique (115). Ces imprimantes
permettent de déposer un matériau sur un substrat aprés passage dans une micro-
aiguille. Des agrégats de cellules sont poussés dans cette micro-aiguille, en
alternance avec un hydrogel qui sont donc déposés en deux dimensions. La micro-
aiguille se déplace dans les trois dimensions de I’espace selon les informations données
par la modélisation obtenue informatiquement et chaque couche formée successivement
sert de base pour la suivante (115). Cette technologie permet de déposer des cellules
avec une forte densité (119). Or obtenir une forte densité cellulaire est un des défis de
I'ingénierie tissulaire. Les agrégats cellulaires déposés successivement fusionnent pour
former finalement une construction macroscopique cohésive. La viabilité cellulaire
obtenue avec cette technique est moins bonne qu’avec I'impression par jets (115). La
survie cellulaire est comprise entre 40 et 86% et diminue avec 'augmentation de la
pression d’extrusion et la diminution du diametre des aiguilles utilisées. La pression
peut étre diminuée et les aiguilles utilisées peuvent étre de plus grand calibre mais la
résolution du tissu obtenu et la vitesse d’'impression sont alors moins bonnes. De plus
les cellules ne doivent pas seulement survivre mais doivent aussi rester fonctionnelles.
Ainsi il est important de trouver un juste équilibre entre la résolution du tissu
obtenu et la viabilité et la fonctionnalité des cellules. L’association d’hydrogels aux
agrégats cellulaires a pour but de maintenir la viabilité cellulaire. Ils sont
mécaniquement plus solide et disposent également de propriétés mécaniques qui
soutiennent la survie des cellules une fois déposées (115).

L’'impression assistée par laser est de plus en plus utilisée pour I'ingénierie
tissulaire, bien qu’elle reste encore moins commune que les deux types d’'impressions
précédentes (115). Cette technologie a montré son efficacité avec du matériel biologique
comme des peptides, de ’ADN et des cellules (123)(124). Un faisceau laser permet de
transférer le matériau souhaité depuis un substrat donneur vers un substrat receveur.
La résolution de I'impression est influencée par de nombreux facteurs, dont la fluence
du laser, c’est a dire I'énergie qu'’il délivre par unité de surface, la tension superficielle, la
mouillabilité du substrat receveur, I'épaisseur de la lame d’air entre les deux substrats,
et la finesse et la viscosité de la couche de matériel biologique a transférer (125). Cette
technique d’impression permet d’éviter les problémes liés a la buse ou aux aiguilles
d'impression puisqu’il n'y en a pas. Elle conserve également la viabilité et la
fonctionnalité des cellules. L'une des limites de cette technologie est la préparation de
chaque substrat donneur qui est trés chronophage et peut vite devenir tres onéreuse si
de nombreux types cellulaires et hydrogels sont nécessaires. Cette technique reste a
améliorer mais semble prometteuse pour 'avenir de I'ingénierie tissulaire (115).
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Les matériaux et hydrogels qui composent les supports associés aux cellules sont
ceux décrits dans la partie précédente, a savoir des substrats synthétiques ou
biologiques comme des mélanges de protéines de la matrice extracellulaire ou la matrice
extracellulaire obtenue a partir d’organes décellularisés. Un des enjeu de la bio-
impression tridimensionnelle est de développer des méthodes pour incorporer ces
matériaux dans les constructions, tout en s’assurant qu’ils se dégradent de facon
appropriées sans produire de composés toxiques et sans provoquer de réaction
inflammatoire ou immunitaire (115).

Toutes les cellules sélectionnées pour I'impression doivent étre capables de se
multiplier en un nombre suffisant. Le controle précis de la prolifération cellulaire in
vitro et in vivo est importante pour la bio-impression. Une multiplication trop faible
menera a une perte de viabilité de I'organe transplanté, au contraire une prolifération
trop importante meénera a une hyperplasie ou a un phénomeéne d’apoptose cellulaire
(115). Par ailleurs, initialement un fort taux de prolifération est souhaité afin de
recouvrir la construction, mais sur le long terme, la prolifération cellulaire doit étre
maintenue a un taux adapté pour assurer ’homéostasie du tissu sans hyperplasie (115).
Les cellules choisies doivent étre capable de supporter le processus d'impression mais a
priori les cellules décrites précédemment sont de bonnes candidates (Figure 17).
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Actuellement, des essais d'impressions tridimensionnelles de vaisseaux, de
cartilage, de tissus cardiaque et hépatique ont déja été réalisées (119).

Bien que I'impression tridimensionnelle de tissus et organes en soit a ses
débuts, un patron de trachée humaine en matériau bio-résorbable a déja été
obtenu par micro-extrusion (126), ce qui est tres encourageant pour I'avenir de
ces techniques et notamment pour 'obtention de poumons entiérement crées a
partir d’'une impression.

2.4.3. Caractéristiques des systemes de culture

Les conditions de culture d’'un organe complet doit supporter la survie et le
fonctionnement cellulaire pour au moins plusieurs semaines. In Vvitro,
I’endothélialisation des vaisseaux sanguins prend deux semaines et l'obtention des
cellules peut prendre plus d’'un mois (97). Un bioréacteur est nécessaire pour la
régénération des organes, afin de délivrer les nutriments jusqu’a leur cceur. Il peut s’agir
d’un appareil trés simple avec un systeme de pompe et une cuve pour I'organe avec au
moins une voie d’entrée et une voie de sortie. Des systemes plus sophistiqués ont aussi
été développés et permettent de controler et modifier un certain nombre de parametres
comme le débit, la pression, 'oxygénation, et autres. L'utilisation de stimuli spécifiques
de l'organe est également cruciale pour son bon développement fonctionnel. Des
signaux mécaniques peuvent faciliter le maintien d’'un phénotype donné ou bien
stimuler la différenciation de cellules progénitrices (60). Ills sont capables de conserver
une construction cellulaire pendant au moins trois semaines, facilitant ainsi la culture
des cellules dans un environnement tridimensionnel sur le long terme (127). Le
bioréacteur permet d’apporter aux cellules I'oxygéne dont elles ont besoin, et maintenir
la culture a une température constante, la température physiologique en général. Les
solutés utilisés dérivent des milieux de cultures nécessaires a la croissance de ces
cellules. IlIs contiennent notamment des facteurs de croissance, comme I'EGF, et des
molécules plus spécifiques a la croissance de I'organe (128). Durant le développement
du tissu pulmonaire, I’étirement provoqué par les mouvements respiratoires est un
facteur important intervenant dans la différenciation de I'épithélium, ainsi la mise en
place d'une ventilation du poumon artificiel a un effet bénéfique sur la survie des
cellules des alvéoles distales et I'évacuation des sécrétions épithéliales de l'arbre
aérifere, ainsi que sur la prolifération et la différenciation de I'épithélium (53) (97)
(114). La ventilation des poumons avec le milieu de culture est plus bénéfique que la
ventilation avec de I'air pouvant au contraire mener a une dilatation des alvéoles et a la
formation de débris cellulaires, probablement di a un collapsus des alvéoles lors de
I'exhalation (129). Le milieu de culture permet d’apporter plus de nutriments aux
cellules et ainsi favoriser leur prolifération et leur différenciation (129). La perfusion
vasculaire seule sans ventilation n’est pas suffisante pour maintenir la survie des
cellules et la différenciation cellulaire (129). Les bioréacteurs utilisés nécessitent donc
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I'inclusion d’éléments qui imitent 'environnement biophysique in vivo pour induire la
maturation et la fonction du tissu.

Les bioréacteurs sont composés de plusieurs éléments constitutifs, une chambre
de culture, un réservoir de fluide, un systéeme d’échange de fluide et de gaz et les
différents instruments pour le monitorage et le contréle. Un des prérequis essentiel de
tout élément du bioréacteur qui se trouve en contact avec les cellules et le milieu de
culture est sa biocompatibilité. Contrairement aux biomatériaux utilisés pour des
applications cliniques, qui sont donc congus pour leur activité biologique, les matériaux
utilisés dans les bioréacteurs doivent étre le plus inertes et neutres possibles afin de ne
pas affecter les cellules et les facteurs moléculaires du milieu de culture (130). Les
composants doivent pour étre stérilisés et la stérilité doit étre conservée durant toute la
période de culture. IIs doivent également permettre de pouvoir faire des prélévements
du tissu en construction et du milieu de culture de maniere stérile mais aussi des
examens d’imagerie ou I'application de stimuli extérieurs (130).

Finalement, le bioréacteur permet d’assurer le bon développement de
I'organe obtenu artificiellement puis de le maintenir en vie. C'est dans ce
bioréacteur que les poumons sont maintenus par exemple jusqu'a leur
réimplantation ou que des modéles de maladies données pourront étre obtenus
pour approfondir nos connaissances les concernant. C’'est cet aspect qui nous
intéresse le plus dans le cadre de la médecine vétérinaire.

2.4.4. Evaluation et validation des modéles obtenus

L’évaluation des modeles de tissu respiratoire obtenus implique la mesure de la
fonctionnalité des cellules et de la réponse cellulaire (127). Le contrdle du type
cellulaire, de la survie des cellules, de leur adhérence au support et de la formation de
produits cellulaires est nécessaire pour confirmer le bon fonctionnement du modele.
Dans le cas de modeéle de poumons physiologiques, les molécules produites par les
cellules épithéliales servent a assurer que ces cellules sont bien fonctionnelles. Ces
molécules comprennent les protéines A et D du surfactant synthétisées par les
pneumocytes de type II et la protéine SCGB1A1 produite par les cellules Club (127). Si
le modele est obtenu a partir de cellules souches embryonnaires ou fcetales, il est
possible d’utiliser des marqueurs de la différenciation cellulaire comme TTF-1
(Thyroid transcription factor 1) qui est produit par les cellules épithéliales immatures,
ainsi que la protéine C du surfactant produite par les pneumocytes de type II plus
matures. De méme la mise en évidence de toute production de molécules ou
biomarqueurs caractéristiques d’'un type cellulaire confirme le bon développement du
tissu. Les modeles étudiant la toxicologie suivent la viabilité cellulaire et les marqueurs
d’apoptose (131). Enfin, les modeéles créés pour étudier la pathogénie et les maladies
infectieuses requierent la connaissance de la maladie a modéliser ainsi que les cellules
impliquées dans la réponse pathologique. La capacité a démanteler une réponse en
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utilisant le moins de types cellulaires possibles nécessaires pour provoquer cette
réponse est ce qui rend la conception de ces modeles a la fois difficile et captivante. Une
fois qu'un modéle de maladie est obtenu il doit étre standardisé (127). De simples
modeles de micro-poumons avec un ou deux types cellulaires sont assez simples a
standardiser mais des systémes complexes macro-physiologiques qui nécessitent un
grand nombre de types cellulaires différents, et la formation de tissu avec des schémas
particuliers comme I"’endothélium ou le poumon distal sont beaucoup plus compliqués.
Les modeles nécessitant une réponse immunitaire fonctionnelle sont également
difficiles a créer et a standardiser. La validation de la production de produits de
certaines lignées cellulaires du poumon ou l'expression de protéines spécifiques des
membranes de ces cellules ou encore de facteurs de transcription doit étre réalisée par
PCR (Réaction en chaine par polymérase), électrophorese ou encore d’autres méthodes
en particulier lors de la conception de modeles plus recherchés de pathogénie ou de
maladies infectieuses du poumon (127).

Actuellement nous disposons donc de tous les outils et des ressources
nécessaires pour exploiter la culture tridimensionnelle du poumon afin
d’approfondir nos connaissances sur sa physiologie et sa pathologie.
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3. PERSPECTIVES EN MEDECINE VETERINAIRE

La reproduction tridimensionnelle de poumon apparait comme un outil
extrémement intéressant et les connaissances acquises commencent a étre suffisantes
pour envisager son utilisation dans la modélisation de certaines maladies. En médecine
vétérinaire, comme en médecine humaine, les affections pulmonaires sont nombreuses.
Leur étiologie et leur pathogénie ne sont pas toujours entierement connues, les
méthodes diagnostiques et les traitement pas nécessairement adaptés et maitrisés. C'est
plus particuliéerement dans ce cadre que la création de tels modeles prend tout son sens.
Plusieurs affections courantes rencontrées chez différents mammiféres domestiques et
dont certains aspects sont encore imprécis ont été sélectionnées a titre d’exemple, pour
démontrer les perspectives offertes par I'ingénierie d’'organes en médecine vétérinaire.

3.1.LA BRONCHITE ASTHMATIQUE CHEZ LE CHAT.

La bronchite asthmatique du chat est une affection courante et évolutive pour
laquelle il n’existe actuellement pas de traitement étiologique et qui, en cas de crise
sévere, peut mener a la mort soudaine de l'animal. Le chat dispose par ailleurs de
particularités histologiques qui lui sont propres et qui interviennent dans la pathogénie
de cette affection. Des modeles déja existants issus d’autres animaux ne peuvent donc
pas pleinement répondre aux questions qui demeurent sur cette maladie.

3.1.1. Particularités histologiques de I'appareil respiratoire du chat

Chez le chat, le tissu musculaire lisse est présent jusqu’au fond du tractus
respiratoire. Le cartilage bronchique est hyalin donc rigide vers la lumiere et plus
élastique vers la périphérie. Cette proportion se modifie au profit du cartilage élastique
a mesure que le diametre des bronches diminue: a partir des bronchioles, seul ce
cartilage est présent. Les récepteurs sensoriels sont présents en grande quantité tout le
long de I'arbre trachéobronchique, jusque dans la paroi des alvéoles (132). A ce niveau
ils sont toujours capables de réagir a divers stimuli en provoquant un bronchospasme.
De plus les glandes sécrétrices sont observables jusqu’aux bronchioles respiratoires.
Ceci n’entre pas dans la pathogénie du bronchospasme, mais est un des facteurs
favorisant 'obstruction bronchique chez le chat asthmatique (132). Ces particularités
histologiques expliquent la plus grande réactivité des poumons du chat et la fréquence
élevée des acces de bronchospasme dans cette espece.

89



3.1.2. Etiologie, pathogénie, physiopathologie, diagnostic et traitements actuels

3.1.2.1. Définition et étiologie

La bronchite asthmatique du chat, autrement appelée bronchite allergique ou
bronchite chronique, est I'une des affections respiratoires les plus courantes dans cette
espeéce et toucherait environ 1% de sa population (133). Il s’agit d’'une affection
obstructive chronique. Elle a été décrite pour la premiere fois dans la littérature
vétérinaire par Hill en 1906 (134). Elle se manifeste cliniquement par de la toux, une
respiration sifflante, une intolérance a I'effort et une détresse respiratoire avec dyspnée
expiratoire. Elle est caractérisée par une inflammation des voies respiratoires basses
sans cause évidente identifiable. Toutefois il n’existe pas de réel consensus sur sa
définition ni sur les critéres concrets permettant de la discriminer des autres affections
inflammatoires de I'appareil respiratoire profond (133). Les chats jeunes et d’age moyen
(environ 4-5 ans) sont les plus souvent atteints et une prédisposition chez les chats
siamois pourrait exister mais toutes les races de chats sont concernées (135). Toutefois
ces données épidémiologiques restent controversées car les animaux présentés en
consultation souffrent souvent d’'une toux évoluant depuis un certain temps. Cette
maladie est la conséquence d'une réponse immunitaire excessive, d’'une
hyperréactivité bronchique et d'un appareil mucociliaire déficient. La maladie est la
résultante d’'une combinaison de facteurs dont le plus important est une prédisposition
génétique au développement d'une hypersensibilité de type I (136). L'inflammation
induite provoque une hyperréactivité bronchique et des anomalies de I'appareil
mucociliaire (136).

3.1.2.2. Physiopathologie et pathogénie

Les signes cliniques varient d’'une simple toux intermittente a un syndrome de
détresse respiratoire sévere causés par une obstruction des voies respiratoires due a
une inflammation bronchique avec contraction des fibres musculaires lisses, cedéme de
I’épithélium et hypertrophie et hyperactivité des glandes muqueuses (135).

La diminution du flux d’air dans les petites voies respiratoires est la conséquence
d’'une production excessive de mucus, de I'cedéme, de l'infiltration cellulaire et de la
contraction des muscles lisses. Ainsi une diminution de 50% du diametre de la
lumiere des voies respiratoires amene a une augmentation de la résistance de I'ordre de
16 fois (135). Une obstruction sévere des voies respiratoires les plus profondes chez les
chats atteints d’asthme peut mener a une hyperinsufflation des poumons car ceux-ci
deviennent incapables de réaliser une exhalation complete via les voies de conductions
rétrécies (135). L’air reste donc piégé. Cette inflammation chronique avec obstruction
peut alors conduire a une augmentation importante de la pression intrapulmonaire
sur de longues périodes et provoquer une dilatation permanente des voies respiratoires
ou bronchiectasie et une perte de la structure élastique du parenchyme pulmonaire,
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encore appelée emphyseme (135). Dans d’autres cas, l'obstruction complete d’une
bronche principale améne a I'atélectasie du lobe concerné car l'air n’est plus capable
d’y entrer ou d’en sortir et I'air résiduel se résorbe. Pour des raisons encore inconnues, il
semblerait que le lobe moyen droit soit plus souvent atteint d’atélectasie que les autres
lobes chez les chats asthmatiques (135). La toux peut étre induites par différents
facteurs chez le chat, incluant la compression des voies respiratoires, la présence d’un
corps étranger, 'inhalation de gaz nocifs et la présence de tissu, de mucus ou de fluides
dans l'arbre aérifere. Dans le cas de la bronchite asthmatique, la toux résulte de la
stimulation de récepteurs a cause de la présence excessive de mucus et de médiateurs
de I'inflammation provenant des bronches contractées et inflammées. (135).

L’asthme est caractérisé par une accumulation localisée de cellules
inflammatoires dans les voies respiratoires, et en particulier d’éosinophiles et de
lymphocytes activés. Les éosinophiles semblent étre les premiéres cellules effectrices
dans le développement de 'asthme bronchique chez le chat comme chez I'homme (135).
La protéine cationique retrouvée en grande quantité dans les granules des éosinophiles
est libérée dans les voies respiratoires ce qui provoque une perturbation de I'épithélium
et une hyperréactivité musculaire (135). Des études réalisées chez la souris ont
montré que l'interleukine-5 (IL-5) sécrétée par les lymphocytes T activés joue un réle
pivot dans la migration des éosinophiles activés jusqu’aux voies respiratoires (137). Les
voies respiratoires recoivent une innervation parasympathique et sympathique via le
nerf vague et une innervation sympathique via le nerf thoracique. Une stimulation
cholinergique déclenche une sécrétion glandulaire, ainsi que la contraction des muscles
bronchiques et une vasodilatation et augmente la production de mucus. Le systéme
adrénergique des voies respiratoires dispose de récepteurs 32 et leur activation entraine
une relaxation des muscles bronchiques et diminue la production de mucus. L’activité
des lymphocytes T et des éosinophiles participe a un déséquilibre entre les systémes
adrénergique et cholinergique, ce qui favorise d’autant plus I'’hyperréactivité déja
évoquée.

La réaction d’hypersensibilité de type I est caractérisée par deux phases, une
phase de sensibilisation durant laquelle le chat inhale un allergene de son
environnement et une phase d’hypersensibilité qui correspond a une nouvelle
exposition a l'allergene auquel le chat a été sensibilisé (136). Lors de la phase de
sensibilisation, la substance incriminée est phagocytée par les cellules dendritiques qui
migrent vers les nceuds lymphatiques médiastinaux. La présentation de l'antigene aux
lymphocytes provoque une réponse des lymphocytes T helper 2 (Tu2) principalement.
Ce phénomene serait influencé par des facteurs génétiques. La conséquence de ce type
de réponse immunitaire est la libération d’'une grande quantité d’interleukine-4 (IL-4)
qui stimule la maturation des lymphocytes B en plasmocytes qui produisent des
immunoglobulines de type E (IgE) (136). Les IgE sécrétées se fixent a la surface des
mastocytes et 'individu est désormais sensibilisé a cet allergene. Lors d’'une exposition
ultérieure a cette substance (phase d’hypersensibilité), les mastocytes dégranulent et

91



de I'histamine, de la sérotonine, des IL-1, 2, 3, 4 et 5, de l'interféron-y, du
granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), et du tumor necrosis
factor-a (TNF-a) sont libérées. Les IL-3 et 5 participent a la différenciation, la
maturation et la libération des granulocytes éosinophiles. La cascade de l'acide
arachidonique est activée et permet la synthése de prostaglandines et de
thromboxanes A2 par les cyclooxygénages et de leucotriénes par les lipooxygénases.
Tous ces facteurs concourent a une inflammation importante avec cedéme, une
augmentation de la perméabilité vasculaire et une abondance de cellules inflammatoires
et en particulier de granulocytes éosinophiles (136).

L’inflammation ainsi causée provoque des lésions de I'épithélium respiratoire
dont une hypertrophie, une métaplasie et une desquamation de I'épithélium
bronchique. Les cellules caliciformes et les glandes sous-muqueuses s’hyperplasient et
s’hypertrophient engendrant une hypersécrétion de mucus. La combinaison de
I'accumulation de mucus et de I'hypertrophie de la paroi bronchique contribue a
I'obstruction des voies aériferes. Par ailleurs, les granulocytes éosinophiles dégranulent
et les protéines ainsi libérées, notamment la protéine MBP (Major Basic Protein) (138),
participent aux lésions de I'épithélium et aggravent la réponse inflammatoire et
I'hypersécrétion de mucus. De plus, les enzymes des cellules inflammatoires génerent
des especes radicalaires dérivées de I'oxygeéne ou ion superoxyde. Celui-ci engendre une
peroxydation des lipides membranaires ce qui aboutit a des dommages cellulaires
irréversibles. L’association de tous ces phénomenes amene a la destruction
progressive de I’épithélium cilié, ce qui diminue la clairance ciliaire (136).

3.1.2.3. Diagnostic

Le diagnostic est un diagnostic d’exclusion. Les chats atteints sont souvent
initialement présentés pour une dyspnée expiratoire sévere et brutale dans un contexte
de crises de toux seches récurrentes. Les chats présentent dans ce cas une orthopnée,
une toux forte, des efforts expiratoires, voire respirent la gueule ouverte. Dans d’autres
cas, les chats atteints ne présentent qu'une toux récurrente et une respiration sifflante
sans jamais présenter de détresse respiratoire marquée. L'anamnése et l'examen
clinique sont donc indispensables au diagnostic. A 'auscultation pulmonaire les bruits
respiratoires peuvent étre anormaux (crépitements et sifflements) mais ce n’est pas
toujours le cas (139). Des facteurs déclencheurs peuvent parfois étre mis en évidence
comme |'exposition a un antigene spécifique ou des facteurs saisonniers (140) (137).

En cas de crise dyspnéique sévere, une réponse spectaculaire a la

supplémentation en oxygene et a I'administration de glucocorticoides est fortement en
faveur d’un diagnostic de bronchite asthmatique (140).
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L’examen radiographie du thorax peut mettre en évidence une opacification
bronchique a broncho-interstitielle, avec dans certains cas un collapsus du lobe
moyen droit. Une hyperinsufflation est parfois observable et assez significative. Les
signes radiographiques ne sont pas toujours visibles méme chez des animaux
symptomatiques (141) (137) et les signes radiographiques observés ne sont pas
proportionnels a la sévérité de la maladie (132) (142) (139) (Figure 18, Figure 19 ).
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Figure 18 : Radiographie thoracique en vue latérale droite chez un chat siamois de 11 ans
atteint d’'une bronchite asthmatique sévére (d’apres (139)). Une opacification bronchique
diffuse discrete a modérée du parenchyme pulmonaire associée a un aplatissement de la coupole
diaphragmatique ( =) a cause de I'hyperinsufflation sont visibles.

Figure 19 : Radiographie thoracique en vue ventro-dorsale d’'une atélectasie pulmonaire

chez un chat souffrant d’asthme (Source : Vetagro Sup). Une opacification pulmonaire de type

alvéolaire en regard des lobes moyen et cranial droit, ainsi qu'un déplacement a droit du médiastin sont
visibles.
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Des examens hématologiques peuvent étre réalisés et révelent souvent une
neutrophilie et parfois une éosinophilie mais aucun résultat hématologique ne permet
d’établir un diagnostic d’asthme félin.

La réalisation d'un lavage bronchoalvéolaire (LBA) permet de mettre en
évidence des modifications cytologiques qui montrent une augmentation du nombre de
cellules (950 cellules/pL contre 400 cellules/uL physiologiquement d’apres I'étude de
Johnson et Vernau (143)) avec une prédominance d’éosinophiles, de neutrophiles et de
macrophages (141)(143)(144) et une production excessive de mucus. Cependant, les
données concernant la composition cellulaire du lavage chez le chat asthmatique ne font
pas consensus puisque pour certains auteurs le pourcentage d’éosinophiles normal peut
varier de 0% a 83% (133) (144). D’autres affections peuvent étre responsables d’une
hyperéosinophilie, dont une infestation parasitaire, c’est la raison pour laquelle il est
trés important de corréler les résultats de ces analyses aux signes cliniques présentés
par I'animal.

La bronchoscopie permet de visualiser une hyperhémie de la muqueuse, des
irrégularités de I'épithélium, voire un collapsus des voies respiratoires, une sténose ou
une bronchiectasie (Figure 20). Encore une fois, toutes ces modifications ne sont pas
pathognomoniques de cette affection puisqu’elles sont également observées dans
d’autres affections de l'appareil respiratoire profond notamment les maladies
infectieuses et les néoplasies et doivent donc toujours étre corrélées aux les signes
cliniques (133) (143).
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Figure 20 : Anomalies des voies respiratoires retrouvées en cas d’asthme a I'examen
bronchoscopique (d’aprés (143)) A, B, C, D : Hyperhémie ; A, D : irrégularités nodulaires de
I'épithélium ( = ); B (LB1) et C : accumulation de mucus (*) ; C (RB2) : sténose ; D : bronchiectasie

L’examen post-mortem des poumons montre une atélectasie du lobe moyen
droit le plus souvent comme expliqué précédemment, ainsi qu'une paroi bronchique
épaissie obstruant partiellement sa lumiére. Microscopiquement, une hyperplasie des
glandes sous-muqueuses et une prolifération des cellules caliciformes sont objectivées,
ainsi qu'une érosion de I'épithélium. Le muscle lisse est hypertrophié et participe a la
réduction de la lumiere des voies respiratoires en aval. Du mucus et un exsudat
inflammatoire participe a I'obturation des voies respiratoires (140) (Figure 21).
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Figure 21 : observation microscopique des voies respiratoires d’'un chat sain (a) et d’'un
chat asthmatique (b) (d’apreés (145)). Les zones encadrées sur les images (a) et (b) sont agrandies
en (c) et (d) respectivement. On remarque la présence d’éosinophiles dans la lamina propria, dans
I'épithélium et dans la lumiére des voies respiratoires (AL) du chat asthmatique (fleches). P= Parenchyme
pulmonaire ; e= 2pithélium ; g= glandes sous muqueuses ; asm= muscle lisse des voies respiratoires.

Le diagnostic différentiel comprend les maladies parasitaires respiratoires et
cardiaques dont l'aelurostrongylose, la dirofilariose, la toxocarose pour lesquelles le
lavage bronchoalvéolaire révele également une hyperéosinophilie. Une coproscopie doit
donc étre réalisée pour écarter ces hypotheses. Les pneumonies bactériennes, virales ou
fongiques, une effusion pleurale, un pneumothorax, une thrombo-embolie pulmonaire,
une insuffisance cardiaque congestive, une obstruction des voies respiratoires avec un
corps étranger bronchique par exemple ou la présence d’'un néoplasme font également
partie du diagnostic différentiel (133) (132)

3.1.2.4. Traitements actuels et Pronostic

Le traitement mis en place dépend du statut clinique de I'animal lorsqu’il est
présenté en consultation mais aussi du stade de la maladie et de sa durée d’évolution.
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Lorsqu’un allergéne précis est mis en évidence, un régime d’éviction peut étre entrepris
sans autre traitement. La désensibilisation n’a pas montré son efficacité chez le chat.

Il est important de se souvenir que I'asthme félin, qu’il soit symptomatique ou
non, repose sur une inflammation chronique des voies respiratoires. Ainsi lorsque la
toux est quotidienne, la prise en charge thérapeutique a pour but de réduire cette
inflammation (137). Elle repose donc sur I'administration de glucocorticoides sur le
long terme. Cette classe de molécule procure plusieurs effets bénéfiques dont
I'inhibition de la synthése de certaines cytokines intervenant dans le processus
inflammatoire. Ils peuvent étre administrés oralement ou par inhalation par le
propriétaire. La prednisone ou la prédnisolone par exemple peuvent étre utilisées et
parfois associées a des bronchodilatateurs en cas de crise de dyspnée ou lorsque la
toux devient réfractaire a l'administration de glucocorticoides seuls. L’effet des
bronchodilatateurs est parfois décevant. Si la toux n’est qu’'occasionnelle, le traitement
peut ne reposer que sur l'administration ponctuelle de bronchodilatateurs. Les
methylxanthines comme la théophylline, les agonistes -2 et les anticholinergiques
peuvent étre utilisés pour leur action relaxante sur les fibres musculaires lisses
responsables de la bronchostriction. Certains ont travaillé sur une alternative a
l'utilisation de la théophylline sous forme de nébulisation dans la mesure ou certains
chats peuvent devenir peu coopératifs a force de telles manipulations (146). Chez
I'enfant, son administration par voie transdermique aboutit a une concentration
sanguine comprise dans l'intervalle thérapeutique. Malheureusement dans cette étude,
la théophylline transdermique administrée quotidiennement n’atteint pas la
concentration sanguine considérée comme thérapeutique. Des recherches
supplémentaires pourraient permettre de découvrir la posologie efficace par cette voie
d’administration. L’atropine peut étre utilisée si les autres molécules ne sont pas
suffisamment efficaces mais son utilisation reste limitée car elle provoque un
épaississement du mucus. Les glucocorticoides sont administrés quotidiennement a une
dose de 1 a 2 mg/kg dans un premier temps puis a dose dégressive jusqu’a trouver la
dose minimale efficace propre a chaque cas (132). Toutefois I'évaluation des effets
bénéfiques des glucocorticoides n’est le plus souvent fondée que sur 'amélioration des
signes cliniques et non sur une réelle vérification de I’état inflammatoire et de
I'hypersensibilité des voies respiratoires. 11 est donc difficile de déterminer si le
traitement permet une réelle amélioration de I'inflammation ou s’il diminue seulement
les signes cliniques (133) (137) (140).

Les effets secondaires des glucocorticoides administrés oralement ne doivent pas
étre négligés, notamment la pancréatite, le diabete, la poly-uro poly-dyspsie, les
hépatopathies, une immunosuppression ou encore un hyperadénocorticisme iatrogéne
(147). Cette classe de molécules ne doit pas étre utilisée dans le cadre de certaines
affections (diabete, insuffisance cardiaque). La ciclosporine peut étre utilisée en
alternative mais l'apparition potentielle d’effets indésirables a la suite de sont
administration prolongée doit mener a un suivi régulier (148). Ainsi le développement
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de nouvelles thérapies doit étre étudié (133) et 'administration des traitements par
inhalation permet de réduire considérablement les effets indésirables (149) (147)
(150) (151).

Un traitement antibiotique peut étre mis en place si la cytologie du LBA révele la
présence de bactéries pathogenes. Le traitement antibiotique doit alors étre poursuivi
au moins trois semaines (137) (140).

En cas de crise aigue caractérisée par des muqueuses cyanosées et une détresse
respiratoire sévere, une oxygénothérapie est indispensable associée a une injection
intramusculaire de glucocorticoides et l'administration d’'un bronchodilatateur. Les
manipulations contraignantes et stressantes comme les prises de sang, les
échocardiographies ou la réalisation de radiographies du thorax ne doivent pas étre
entreprises tant que I'animal n’est pas stabilisé (139)(140).

Chez les animaux atteints de bronchospasmes il est nécessaire de faire attention
aux autres molécules administrées dans le cadre d’'une autre pathologie par exemple. En
effet, les [-bloquants comme le propanolol sont connus pour aggraver la
bronchostriction. Les anti-inflammatoires non stéroidiens doivent étre évités car ils
bloquent la production de prostaglandines et favorisent celle de leucotriénes, ce qui
augmente fortement le tonus des fibres musculaires lisses bronchiques. C’est pour cette
raison qu’'une erreur de diagnostic en faveur d’'une cardiomyopathie hypertrophique
peut avoir des conséquences dramatiques sur un chat asthmatique (140).

Enfin, l'utilisation des inhibiteurs de la sérotonine et d’antihistaminiques ne
montre pas de résultats probants malgré l'implication de ces molécules dans la
pathogénie de cette affection (133) (152).

Le pronostic est plutét bon, la plupart des chats répondent de maniere
satisfaisante a I'association d'un bronchodilatateur et des glucocorticoides. Toutefois, le
traitement est a vie, avec un suivi régulier et requiert une implication et une
motivation fortes des propriétaires. Ils doivent étre informés de la fréquence des
récidives et du risque fatal de la crise asthmatiforme.

3.1.3. Intérét d’'un modeéle tridimensionnel

L’utilisation d’'un modele tridimensionnel de poumon de chats pour la bronchite
asthmatique serait intéressante car cette maladie, relativement fréquente et parfois
mortelle, est en partie due aux caractéristiques histologiques de I'appareil respiratoire
du chat et en particulier au grand nombre de fibres musculaires lisses et a la présence de
cartilage élastique. C’est en partie pour cela que les résultats expérimentaux obtenus sur
des animaux de laboratoire de type rongeur ne peuvent étre complétement assimilés a
la physiologie pulmonaire du chat. De plus le chat est un des seuls mammiféeres, en plus
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de I'homme, a développer un asthme naturel. Il sert d’ailleurs de modele pour 'affection
humaine (153). Les études visant a mieux comprendre la pathogénie et les traitements
envisageables sont nombreuses mais ne regroupent malheureusement le plus souvent
qu’un faible nombre d’animaux (une dizaine en général) ce qui rend leur interprétation
difficile, concluent le plus souvent a un besoin d’approfondissement des résultats et ne
concluent pas a de réelles avancées. La physiopathogénie n’est donc pas encore
clairement élucidée, le role des neutrophiles par exemple reste encore imprécis. Par
ailleurs, actuellement il n’existe pas de test diagnostic, puisque celui-ci repose
d’avantage sur une exclusion des autres atteintes de I'appareil respiratoire et sur une
réponse satisfaisante a I'administration de glucocorticoides qu’a un réel diagnostic de
certitude. Rappelons que les signes radiographiques sont inconstants et que méme si la
cytologie du lavage broncho-alvéolaire permet d’orienter le diagnostic, les intervalles ne
sont pas clairement définis : un chat pourrait avoir jusqu’a 83% d’éosinophiles dans ses
sécrétions pulmonaires physiologiquement. Enfin la définition de cette affection reste
encore vague et sa distinction avec d’autres troubles, notamment la discrimination entre
un asthme et une bronchite chronique ne fait pas encore consensus (133). Le traitement
est a vie et il n’existe pas de réelles preuves de son efficacité au niveau cytologique. En
effet, une étude révele que 70% des chats asthmatiques traités avec des glucocorticoides
a forte dose pendant au moins trois semaines ne présentant plus de signes cliniques,
montrent toujours une persistance de cellules inflammatoires (éosinophiles et/ou
neutrophiles) au lavage broncho-alvéolaire (154). Ceci souléve la question de la
diminution des doses de corticoides qui s’appuie sur la résolution des signes cliniques.
L’'inflammation étant toujours présente, les dommages irréversibles qu’elle cause a
I'épithélium continuent de progresser et la maladie n’est pas contrdlée. La réalisation
d’'un LBA étant peu recommandée sur des animaux dyspnéiques, un tel examen ne peut
étre réalisé en routine. Ceci ouvre la voie a la recherche d’autres biomarqueurs de
I'inflammation des voies respiratoires profondes qui pourraient étre utilisés chez le
chat. Rappelons que les glucocorticoides sont contre indiqués dans certaines situations
et que leurs effets indésirables ne sont pas négligeables, ainsi les recherches actuelles
concernent de nouvelles thérapies capables de restaurer une tolérance immunitaire en
agissant de maniere plus ciblée avec mois d’effets systémiques. Toutes ces
problématiques font que la création d’'un modele tridimensionnel de la maladie serait
tout a fait fructueuse et permettrait de palier le manque d’animaux disponibles pour les
différentes études.

Plusieurs pistes sont en cours d’évaluation mais concluent souvent a un besoin de
recherches supplémentaires et pourraient donc faire I'objet d’expérimentations sur des
poumons de chats ex-vivo. Voici quelques exemples des projets réalisés :

- L’utilisation des inhibiteurs des tyrosines kinases est examinée. En effet, le blocage de
cette voie de signalisation clef dans la pathogénie de I'asthme pourrait mener a de
nouvelles techniques thérapeutiques. L’activation et la prolifération des mastocytes et
des éosinophiles peuvent étre inhibées par les inhibiteurs de la tyrosine kinase comme
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le mastinib. Des chats recevant du mastinib (50mg/jour oralement) montrent une
diminution du nombre d’éosinophiles présents dans leur LBA ainsi qu'une amélioration
de la compliance pulmonaire, malheureusement les effets indésirables du traitement
notamment le protéinurie induite, impose de limiter les doses utilisées (155).

- De méme le développement d’'une immunothérapie comme chez ’homme est a I'étude,
et propose de réverser la réponse allergique médiée par les lymphocytes Tu2 en
induisant une tolérance a l'allergéne mis en cause. La limite chez le chat reste
I'identification de l'allergéne responsable et nécessite le développement de tests
performants. Toutefois Reinero et al. (147) ont réalisé une étude dans laquelle
I'immunothérapie menée chez des chat sensibilisés a un allergéne précis et ayant
développer une bronchite asthmatique (asthme induit expérimentalement) montre une
diminution de la quantité d’éosinophiles dans les voies respiratoires, ainsi qu'une
diminution des IgG spécifiques de l'antigéne en question et de la sensibilité des
lymphocytes a cet antigene. Ces résultats confirment l'avenir prometteur de
I'immunothérapie pour traiter I'asthme félin mais des recherches supplémentaires sont
encore nécessaires.

- L'utilisation des acides gras oméga3 polyinsaturés semble, elle aussi, prometteuse dans
la réduction de I'’hyperréactivité des voies respiratoires. Ils agissent comme des anti
inflammatoires en réduisant la quantité d’acides arachidoniques présents dans les
membranes cellulaires qui induisent la production d’eicosanoides inflammatoires.
L’utilisation de tels acides gras associés a un antioxydant a été évaluée chez le chat
atteint d’asthme et révele une diminution de I'hyperréactivité sans diminution de la
quantité d’éosinophiles. Cette piste reste donc intéressante a poursuivre comme
thérapie adjuvante (133).

- De méme l'utilisation de la lidocaine en médecine humaine pour traiter I'asthme sévere
encourage a étudier son utilisation chez le chat malgré sa grande sensibilité a cette
molécule. Des nébulisations de lidocaine ont donc été réalisées pendant deux semaines
chez des chats sains et chez des chats asthmatiques (2mg/kg toutes les 8 heures). Une
diminution de I'hyperréactivité est mise en évidence sans diminution de 1’éosinophilie
des voies respiratoires. Surtout aucun effet secondaire n’a été noté malgré la grande
sensibilité du chat a cette molécule par voie injectable. Des études supplémentaires
seraient nécessaires pour approfondir I'utilité de cette molécule dans le traitement de
I'asthme félin (133).

- Une étude réalisée chez la souris qui montre que l'administration systémique de
cellules souches mésenchymateuses durant une sensibilisation supprime I'inflammation
des voies respiratoires en promouvant une réponse de type Tul en dépit de la réponse
Tu2 habituellement retrouvée dans la pathogénie de I'asthme (156). Les mécanismes
mis en jeu ne sont pas élucidés mais une investigation approfondie permettrait de faire
évoluer les traitements actuels en diminuant réellement l'inflammation. Les résultats
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obtenus par Ou-Yang et al. (157) vont dans le méme sens. Les premiers essais chez le
chat de I'administration intraveineuse de cellules souches allogéniques dérivées des
adipocytes montreraient une amélioration du remodelage des voies respiratoires
(confirmé par scanner) (133).

- Hirt et al. ont travaillé sur l'effet de 'adénosine monophosphate (AMP) qui provoque
une bronchostriction chez les patients souffrant d'une inflammation des voies
respiratoires profondes et ont montré que 'utilisation de cette molécule pourrait servir
de test diagnostic pour la bronchite asthmatique féline et pour suivre sa progression.
(158).

- Des recherches sur les mucolytiques comme la N-acetylcystéine (NAC) sont également
pratiquées. Elles montrent pour l'instant plutot des effets indésirables tels qu’une
augmentation de la résistance au passage de l'air car cette molécule favoriserait une
bronchostriction lorsqu’elle est administrée par inhalation (159)

Ainsi, beaucoup de travaux sont réalisés afin de progresser sur la pathogénie
et le traitement de cette affection. La poursuite de ces recherches sur des modeles
tridimensionnels pourrait peut-étre aboutir a des résultats concrets concernant la
prise en charge de cette maladie.

3.2.L'INFLAMMATION CHRONIQUE DES PETITES VOIES RESPIRATOIRES CHEZ LE CHEVAL

L’'inflammation chronique des petites voies respiratoires est une affection
extrémement fréquente chez le cheval et dont les complications peuvent mener a la
mort de 'animal. Cette affection est souvent assimilée a I'asthme de 'homme or nous
allons voir qu’elle s’en distingue d’ou l'intérét de développer un modele propre a cette
espece.

3.2.1. Définition, étiologie, physiopathologie, pathogénie, diagnostic, traitements
actuels et pronostic

3.2.1.1. Définition et étiologie

L’'inflammation chronique des petites voies respiratoires (ICPVR), autrement
appelée pousse ou asthme équin est une maladie inflammatoire chronique et
réversible des voies respiratoires profondes rencontrée chez les chevaux adultes et
d’origine multifactorielle. L’étiologie et la pathogénie de cette affection ne sont encore
que partiellement élucidées (160) et le nom attribué a cette maladie a longtemps fait
débat et ne fait pas encore completement consensus. Il s’agit d’'une maladie
inflammatoire environnementale caractérisée par une bronchostriction réversible,
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une hypersécrétion de mucus et une hyperréacticité bronchique avec alternance de
phases de rémission et de crises, comparables a celles rencontrées dans I'asthme
humain (160) (161).

Il s’agit de la maladie respiratoire chronique la plus fréquente chez les chevaux
adultes élevés en box, dans I'hémisphére nord. Les chevaux agés de plus de cinq ans
sont le plus souvent atteints et la prévalence augmente avec I'age. Il n’existe a priori pas
de prédisposition de sexe mais des caracteres raciaux et héréditaires semblent
impliqués (160).

Les signes cliniques peuvent s’étendre d'une simple intolérance a I'effort a une
détresse respiratoire trés sévere. Les signes cliniques fréquemment observés sont
une toux en début d’exercice physique ou en milieu poussiéreux (comme lors de la
distribution du foin), des écoulements naseaux séreux a muqueux bilatéraux
récurrents, une augmentation des efforts respiratoires et une perte de poids dans les
cas séveres. Une ligne de pousse abdominale, correspondant a une hypertrophie du
muscle abdominal oblique, peut également étre visible. Ces signes sont causés par une
résistance au passage de l'air dans les voies respiratoires profondes a cause d'une
bonchrostriction généralisée. Lorsque les signes cliniques sont observés au repos cela
signifie que le cheval est déja séverement atteint (160). Les chevaux atteints ont souvent
une inspiration rapide et une expiration forcée et prolongée. L’exhalation est alors
biphasique avec une phase thoracique rapide suivie d’'une phase de contraction
abdominale qui s’amplifie avec la sévérité de l'affection et qui est a l'origine de la
démarcation d'une ligne de pousse abdominale. L’auscultation pulmonaire révele
souvent une hyper résonnance a la percussion du thorax en raison de I'accumulation
d’air dans les poumons ainsi qu'un champ pulmonaire de taille augmentée et une
augmentation des bruits respiratoires. L’évolution clinique est assez systématique,
dans un premier temps les signes cliniques ne se manifestent que lors d'un exercice
physique puis s’intensifient si aucune prise en charge n’est initiée. Une des
caractéristiques de cette affection est la réversibilité des signes cliniques si les
chevaux sont déplacés dans un milieu controlé ou placés en pature (160).

L’étiologie précise n’est pas connue mais une combinaison de facteurs
génétiques et environnementaux incluant des moisissures, du foin de mauvaise
qualité, des spores fongiques (Aspergillus fumigatus, Faenia rectivirgula en sont des
exemples), des endotoxines et d’autres stimuli non spécifiques est suspectée (160)
(162) (163). Une réaction d’hypersensibilité a ces facteurs externes semble étre a
'origine d’une réaction inflammatoire qui provoque I'obstruction bronchique(164). Une
hypersensibilité de type I et une hypersensibilité de type III sont suspectées intervenir
(165) mais ces hypotheses sont controversées.
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3.2.1.2. Physiopathologie et pathogénie

L’'inflammation des voies respiratoires est une des clés de la pathogénie de cette
affection et doit donc étre une des cibles principales de sa prise en charge. La principale
lésion rencontrée est une bronchiolite. L’accumulation péribronchique de cellules
inflammatoires, principalement des lymphocytes mais aussi des mastocytes en
moindre quantité et plus rarement des éosinophiles, est accompagnée d’une
accumulation intra-luminale de neutrophiles (Figure 22). Des modifications de
I’épithélium des petites voies respiratoires sont aussi caractéristiques, incluant une
perte des granules contenus dans les cellules club, une métaplasie des cellules
caliciformes et la présence de corps d’inclusion lamellaires intra-épithéliaux. Dans les
septum alvéolaires entourant les bronchioles il existe des degrés variables de fibrose et
de nécrose des pneumocytes de type I, qui sont alors remplacés par des pneumocytes de
type Il (162)(166). Dans les voies respiratoires de plus grand calibre, il y a une perte de
cellules ciliées qui sont remplacées par des cellules indifférenciées, aboutissant a une
hyperplasie de I'épithélium. Souvent, une multiplication des cellules caliciformes, la
présence de kystes et de dépots de mucus dans la muqueuse sont objectivés. Moins
fréquemment une desquamation de I'épithélium est présente. L’augmentation de
production de mucus par les cellules caliciformes associée a I'exsudat inflammatoire et a
la disparition des cellules ciliées provoquent une stagnation du mucus dans les voies
respiratoires et aggrave I’'obstruction (162) (167). La région pulmonaire caudo-dorsale
est le plus souvent impliquée sans raison connue a ce jour (163).

L’exposition d’animaux sensibles a un environnement contenant du foin et de la
paille initie une inflammation des voies respiratoires. Les neutrophiles s’accumulent
dans les voies respiratoires dans les 3 a 5h suivant I'exposition ce qui correspondrait a
une réaction d’hypersensibilité de type IIl. Ils sont a l'origine de la libération de
protéases et de médiateurs de l'inflammation tels que des élastases, des radicaux
libres et du leucotriene B4 qui menent a des dommage cellulaires. Les neutrophiles sont
attirés dans le poumon par des mécanismes non spécifiques et spécifiques. Les
mécanismes non spécifiques comprennent le chimiotactisme direct vers les particules
inhalées et la sécrétion de cytokines par les macrophages alvéolaires. Ces mécanismes
non spécifiques sont communs aux chevaux atteints d'ICPVR et aux chevaux sains qui
pourraient se retrouver dans un environnement poussiéreux. Chez les chevaux souffrant
d’ICPVR, des mécanismes spécifiques supplémentaires se mettent en place. L’inhalation
d’antigenes provoque une réaction immunitaire spécifique dans laquelle les cellules
résidentes comme les macrophages alvéolaires et les lymphocytes produisent des
cytokines qui contribuent au recrutement des neutrophiles. L'implication des
lymphocytes CD4+ est fortement suspectée et serait a l'origine du recrutement, de la
maturation, de l'activation et de linfiltration des neutrophiles (162). En effet, la
proportion de lymphocytes CD4+ est augmentée dans le LBA de chevaux atteints
d’ICPVR, ce qui laisse supposer leur implication dans la pathogénie de cette affection
(168). La méme étude montre un taux d’apoptose de ces cellules augmenté par rapport
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aux chevaux sains. Cette dérégulation est donc supposée intervenir également dans la
pathogénie mais les mécanismes mis en jeux sont encore inconnus. Certains auteurs
montrent que chez des chevaux atteints d'ICPVR, il y a une présence exacerbée d’ARNm
codant I'IL-4 et I'IL-5 et une expression diminué de I'l[FN-y, ce qui correspond a un profil
de cytokines caractéristiques d’'une réponse immunitaire de type Tu2 (164). L'IL-4 est
essentielle pour I'induction des lymphocytes B produisant des IgE. Ceci est cohérent
avec le fort taux d’IgE retrouvés dans le sérum et dans le LBA des chevaux affectés.
L’'inflammation chronique des petites voies respiratoires correspondrait donc a une
réaction allergique, comparable a 'asthme humain. Toutefois le role de I'IL-5 reste a
investiguer car habituellement cette cytokine est caractéristique d'un afflux
d’éosinophiles, ce qui n’est pas le cas dans cette affection. De plus une hypersensibilité
de type I est caractérisée par une réponse immédiate, or dans le cas de I'ICPVR la
réponse inflammatoire n’apparait qu’environ 5h apres la stimulation antigénique et
se prolonge dans le temps, ce qui ne correspond pas au schéma classique de ce type de
réponse immunitaire. Pour d’autres auteurs, la concentration en IFN-y est augmentée ce
qui correspondrait d’avantage a une réponse de type Tyl (169). Une autre étude
révele une concentration augmentée en IL-8 dans le LBA de chevaux atteints exposé a
du foin moisi (170). Cette interleukine est une molécule chimiotactique pour les
neutrophiles. Cette découverte prouve son implication dans la pathogénie de cette
affection mais les mécanismes mis en jeu sont toujours occultes (171). De méme que
I'IL-17, produite par les lymphocytes Tul7 et connue pour induire la production de
cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, I'IL-1B et I'IL-6 ainsi que des
chemokines, est retrouvée en quantité augmentée dans le LBA des chevaux affectés ce
qui laisse supposer que cette interleukine est elle-aussi impliquée dans la pathogénie
bien que les mécanismes mis en jeu soient encore inconnus (165). Concernant le TNF-q,
il semblerait que sa concentration dans le LBA varie au cours du temps en fonction du
stade de la maladie et de sa durée d ‘évolution (172), ce qui complique encore
d’avantage la compréhension de la pathogénie et le réle joué par toutes ces différentes
cytokines. Les métalloprotéinéases matricielles (MMP) qui physiologiquement
interviennent dans le renouvellement de la matrice extracellulaire semblent également
intervenir dans le remodelage de 1 ‘épithélium pulmonaire. Plusieurs études montrent
que la MMP-9 est retrouvée en concentrations anormalement élevées dans le LBA des
chevaux souffrant d'ICPVR mais les modalités de son implication reste a investiguer
(169) (173) (171). Les chevaux atteints d’ICPVR exposés a du foin de mauvaise qualité
présentent une expression augmentée du facteur de transcription nucléaire kB (NF-
kB) qui est alors retrouvé en quantité augmenté dans leur LBA et qui est donc supposé
jouer un role important dans la modulation de I'inflammation des voies respiratoires de
ces chevaux (165) (174). De méme, d’autres facteurs de transcription ont une activité
augmentée chez les chevaux affectées lors de crise exacerbée comme la protéine
activatrice 1 (AP-1), connue pour intervenir dans la régulation des processus
inflammatoires, immunitaires, de défense pulmonaire et d’apoptose et prolifération
cellulaire (175). Ainsi les nombreuses études réalisées sur I'ICPVR permettent de
soulever la complexité et la diversité des éléments responsables de I'inflammation mais
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les interactions qu'ils entretiennent et les mécanismes sous-jacents restent
indéterminés. Les éléments pertinents retenus a ce jour sont que I'état
inflammatoire caractéristique de la maladie est le résultat d’'une combinaison
d’éléments de 'immunité innée et de 'immunité acquise et les cytokines mises en
jeu correspondent a des profiles Tu1l, Tu2 et Tul7 selon la chronicité et I’évolution
de I'affection (165).

Le bronchospasme est une autre composante de cette affection (Figure 22). Il
résulte a la fois des effets directs des médiateurs de l'inflammation sur les fibres
musculaires lisses et des effets exercés par le systéme nerveux autonome. Les
mécanismes responsables de I'hyperréactivité des voies respiratoires sont encore
méconnus (162). Tous ces changements sont a l'origine d’'une augmentation de la
résistance au passage de I'air et d'une moins bonne compliance du poumon. L’étude de
Herszberg et al. (176) montre que les chevaux atteints de la maladie présentent une
augmentation significative de la quantité de muscle lisse présent dans les voies
respiratoires (environ trois fois supérieure a celle retrouvée chez les chevaux sains),
associée a une prolifération et une apoptose augmentées des myocytes. Ainsi I'lCPVR
impliquerait une croissance du muscle lisse associée a une hyperplasie des myocytes et
une apoptose augmentée qui refleterait un mécanisme compensatoire afin de limiter la
croissance musculaire anormale. Dés lors, il est fortement suspecté que le remodelage
du muscle lisse des voies respiratoires serait impliqué dans la pathogénie de cette
affection.

Les modifications des propriétés physiques du mucus sont liées a la fois a des
changements qualitatifs et quantitatifs des mucines qui le constituent (177).
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Asthmatique Non asthmatique
Pre Post Pre Post

Figure 22 : Comparaison de la vue endoscopique, du lavage bronchoalvéolaire et de
I’'apparence histologique de biopsies de bronche entre un cheval asthmatique et un
cheval non asthmatique dans un environnement poussiéreux (d’apres (171)) (a) vue
endoscopique d'une bronche ; (b) LBA ; (c) apparence histologique de biopsies bronchiques. (a) On
observe une bronchostriction importante et une augmentation de la sécrétion de mucus chez le cheval
asthmatique contre une bronchostriction modérée chez I'individu sain. (b) Chez le cheval asthmatique on
observe une augmentation du nombre et de la proportion de neutrophiles dans le LBA par rapport au
cheval sain. (c) Une basophilie et un influx de leucocytes sous muqueux sont évidents chez le cheval
asthmatique.

L’obstruction des voies respiratoires est finalement le résultat d’un
bronchospasme, d’'une accumulation de mucus et d’'une inflammation chronique
avec infiltration neutrophilique. L’obstruction ainsi causée provoque une hypoxémie
dont I'ampleur augmente avec la sévérité de la maladie. Une prédisposition génétique et
un caractere héréditaire semblent exister car certaines filiations présentent une
prévalence importante mais le support génétique mis en cause reste a investiguer (163).
Cette affection est donc la conséquence d’'une interaction entre des facteurs
génétiques et environnementaux mais les mécanismes responsables de la
pathogénie restent encore une énigme.

3.2.1.3. Diagnostic
L’observation des signes cliniques caractéristiques (intolérance a l'effort, toux,

jetage, efforts expiratoires) associée a des données épidémiologiques cohérentes (cheval
de plus 5 ans, vivant en box, nourri avec du foin) amenent a suspecter fortement une
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ICPVR lorsque l'affection est déja sévere. Dans les cas les moins séveres, le recours a
l'utilisation d’examens complémentaires est nécessaire pour confirmer le diagnostic.

Le test de ventilation forcée peut étre facilement mis en ceuvre. Il est tres mal
supporté en cas d'ICPVR et met en évidence des bruits respiratoires augmentés et
anormaux a I'auscultation comme des sifflements ou des crépitements.

Le lavage bronchoalvéolaire est 'examen complémentaire de choix. Ainsi un
lavage bronchoalvéolaire caractéristique associé a des signes cliniques évocateurs suffit
a confirmer le diagnostic. Il s’agit d’'une procédure siire, répétable et avec peu de risques
de complications. Il peut donc étre réalisé en routine. Chez les chevaux atteints d’ICPVR,
un unique échantillon est représentatif de tout le poumon. Lorsque 'animal est affecté le
LBA est caractérisé par une forte augmentation du nombre de neutrophiles
(neutrophilie supérieure a 5%) et une augmentation moins importante de la quantité de
mastocytes et d’éosinophiles (Figure 22). Ces mesures retournent a leur valeur de
référence pendant les phases de rémission (163). L’intensité de la neutrophilie n’est pas
contre pas corrélée a la sévérité des signes cliniques. De plus une quantité
anormalement élevée de mucus peut étre prélevée, ainsi que des cellules épithéliales
issues de la desquamation de I'épithélium bronchique.

L’examen bronchoscopique permet d’observer des sécrétions mucopurulentes,
un cedeme et une hyperhémie de la muqueuse ainsi qu'un bronchospasme (163) mais
ces observations ne sont pas spécifiques de cette affection et ne permettent donc pas
d’établir un diagnostic de certitude (Figure 22).

Le diagnostic histologique est un diagnostic post-mortem en raison du caractere
invasif des biopsies pulmonaires chez le cheval qui ne sont donc pas réalisées en
routine. L’examen histologique met en évidence une augmentation de I'épaisseur de la
couche de muscle lisse des voies respiratoires, ainsi qu'un dépot de collagene et de
fibres élastiques dans la lamina propria, aboutissant a un épaississement de la paroi des
bronchioles. Ces lésions ne sont que partiellement réversibles malgré la mise en place
d’un traitement sur le long terme. Elles sont en effet moins marquées chez les animaux
en rémission que chez les animaux en crise exacerbée. Les 1ésions mises en évidence
inclues donc une fibrose péribronchique, une hyperplasie des cellules caliciformes avec
accumulation de mucus (178) (Figure 22, Figure 23), une disparition des cellules ciliées
remplacées par des cellules indifférenciées, une infiltration neutrophilique et moins
fréquemment une desquamation de I'épithélium. A I'étage alvéolaire, entourant les
bronchioles touchées, une nécrose des pneumocytes de type I est visible, ils sont alors
remplacés par des pneumocytes de type Il (162)(166).
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Figure 23 : Lésions histologiques observées chez des chevaux atteints d’ICPVR (d’apreés
(178)). A) Fibrose interstitielle (*) x2,5 ; B) Hyperplasie des cellules caliciformes (=) x10 ; C)
Métaplasie péribronchique (=) x10 ; D) stase de mucus (*) x10

La radiographie thoracique a peu d’intérét pour diagnostiquer cette affection
car elle est peu sensible. Une opacification broncho-interstitielle est parfois présente
mais cette observation n’est pas spécifique. Dans les cas sévere une hyperinsuflation des
lobes pulmonaires peut-étre objectivée par l'aplatissement de la coupole
diaphragmatique. Barton et al. (179) recommandent de réaliser les images
radiographiques avant un LBA car celui-ci peut affecter leur interprétation.

Les examens hématologiques et biochimiques sanguins permettent d’exclure
les causes infectieuses. Le dosage de la CRP, qui pourrait sembler intéressant puisqu'’il
s’agit d’'un marqueur de I'inflammation chronique, n’est pas fructueux et ne permet pas
d’appuyer le diagnostic. L’haptoglobine et la sérum amyloide A semblent étre des
marqueurs plus pertinents. Leur concentration sérique est augmentée chez les chevaux
souffrant d’ICPVR méme durant les périodes de rémission mais de maniére moins
prononcée, ce qui permet d’effectuer un suivi de I’état inflammatoire de I'animal et de la
réponse au traitement(180).
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Finalement, le diagnostic de 'ICPVR peut étre établi assez simplement en
associant la réalisation d’'un LBA a I’analyse des données de I’examen clinique et
de 'anamnese.

3.2.1.4. Traitements actuels et pronostic

Les remodelages tissulaires étant quasiment irréversibles, le traitement médical
a pour seuls objectifs de limiter I'inflammation, la bronchostriction et éventuellement de
modifier les caractéristiques du mucus. Cependant la prise en charge de cette affection
repose avant tout sur des mesures hygiéniques avec un changement
d’environnement afin de limiter linhalation de poussieres de l'air mais les
propriétaires sont souvent plus enclins a mettre en place un traitement médical plutot
qu’a modifier leurs habitudes (160).

Les mesures hygiéniques passent donc par une diminution de la production de
poussiéres mais aussi une amélioration de leur clairance, c’est a dire que la ventilation
doit étre adaptée. Une des techniques de gestion de cette maladie est dont la mise au
pré des chevaux atteints sans supplémentation en foin. L’amélioration de la fonction
respiratoire peut alors parfois étre visible au bout d’'une semaine. Cependant, les fortes
températures et I'humidité ambiantes sont aussi des facteurs aggravants la maladie
(181). Ces parametres doivent donc aussi étre pris en compte lorsque les chevaux sont
mis a la pature. Si les conditions climatiques ne permettent pas de laisser les chevaux a
I'extérieur, un controle strict des conditions environnementales doit étre mis en
place. C’est a dire que les chevaux doivent étre maintenus sur une litiére autre que de la
paille comme des copeaux de bois par exemple, le foin doit étre dépoussiéré ou a défaut
humidifié, mais cette intervention modifie les propriétés nutritionnelles de cet aliment,
ou encore la distribution de fourrage peut étre compléetement arrétée et remplacée par
de la luzerne, de I'herbe fraiche ou encore par une alimentation en granulés. Enfin la
ventilation du milieu de vie doit étre adaptée. Les chevaux atteints d’'ICPVR maintenus
dans un milieu peu poussiéreux ne sont cliniquement pas distinguables de chevaux sains
(182). Toutefois ces chevaux présentent toujours des signes d’obstruction des voies
respiratoires en raison du caractere irréversible du remodelage de 1'épithélium
bronchique, bronchiolaire et alvéolaire. Le LBA obtenu sur des chevaux élevés dans de
telles conditions ne met pas en évidence d’inflammation neutrophilique caractéristique
de la maladie. Tout ceci prouve que le contréle des conditions environnementales est
indispensable dans la prise en charge de ces animaux et peut étre suffisant.

Le traitement médical qui ne devrait constituer qu'un complément de la prise en
charge repose sur l'administration de glucocorticoides, éventuellement de
bronchodilatateurs et plus rarement de mucolytiques. Les glucocorticoides sont les
seules molécules du traitement médical a cibler I'inflammation des voies respiratoires
qui est au cceur de la pathogénie de cette affection. Ils peuvent étre administrés de
maniere systémique ou par inhalation. Les inhalations semblent préférables dans la
mesure ou elles limitent les effets secondaires (immunosuppression, fourbure par
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exemple) et permettent une distribution directement au site d’intérét. De plus chez les
chevaux de sport, l'utilisation de glucocorticoides systémiques n’est pas recommandée.
Toutefois, les inhalations nécessitent I'achat d’'un matériel couteux et peuvent devenir
assez chronophages car une observance optimale consiste en deux inhalations
quotidiennes qui peuvent durer jusqu’a vingt minutes chacune. Une étude a néanmoins
montré que l'inhalation d’une forte dose de budésonide améliore certes la fonction
respiratoire mais provoque une diminution du cortisol sanguin comparable a celle
engendrée par I'administration systémique de dexaméthasone (183). La posologie est
donc a considérer avec attention. L’utilisation de bronchodilatateurs en monothérapie
doit étre évitée puisque la bronchostriction est secondaire a I'inflammation. De plus, ils
peuvent étre a I'origine d’effets secondaires comme une tachycardie, des tremblements,
des trémulations musculaires. Leur association avec un glucocorticoide permet de
diminuer les doses administrées pour chaque molécule et ainsi de limiter I'apparition
des effets indésirables propres a chacune d’entre elles (184). Ils peuvent se révéler
intéressants en cas de crises séveres et/ou en cas d’hypoxémie marquée. Leur
administration sans changement des conditions environnementales n’est pas
recommandée car la quantité d’antigenes atteignant les voies respiratoires profondes
est alors augmentée. Les bronchodilatateurs communément utilisés sont des
anticholinergiques, des (2-agonistes comme le clenbuterol ou des methylxanthines.
L’atropine est également efficace mais n’est que rarement utilisée en raison de ses effets
secondaires gastro-intestinaux (160). Des mucolytiques peuvent étre ajoutés au
traitement médical mais leur efficacité dans la prise en charge de I'ICPVR reste
inconstante.

Finalement, la prise en charge de cette affection repose principalement sur
une gestion environnementale. Si ces modifications ne peuvent étre appliquées un
traitement anti-inflammatoire stéroidien doit étre mis en place. Une
administration par inhalation est préférable et la voie systémique intraveineuse
ne devrait étre réservée qu’aux crises aigues (185) (186).

L’espérance de vie d'un cheval atteint d’ICPVR est de huit ans apres
I'établissement du diagnostic (187). Une fois le diagnostic établi, la majorité des
chevaux présente toujours un risque de développer des épisodes intermittents de
détresse respiratoire lors d'une exposition a la poussiere et aux aéroallergenes. Malgré
les recommandations 75% des propriétaires continuent de nourrir leurs animaux avec
du foin et les maintiennent en box. Il semblerait que dans 50% des cas les
performances physiques soient diminuées. Les troubles respiratoires ménent parfois
au déces de 'animal ou a son euthanasie. Malgré ces données, le pronostic vital des
chevaux affectés est plutot bon lorsque les mesures hygiéniques et environnementales
appropriées et recommandées sont mises en place.
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3.2.2. Intérét d’'un modeéle tridimensionnel

La conception d'un modele tridimensionnel de l'inflammation chronique des
petites voies respiratoires chez le cheval pourrait donc se justifier d’'une part du fait que
le réle de la matrice extracellulaire dans le développement de cette maladie est certain
(188), la création d'un modele obtenu a partir d'une matrice extracellulaire
décellularisée semble donc tout a fait adapté, et d’autre part du fait que sa pathogénie
reste encore sujette a controverse. Certains auteurs pronent la prédominance d’'une
réponse immunitaire de type Tu1, d’autres soutiennent qu’elle répond plus au schéma
d’une réponse Tu2 ou encore a un équilibre Tu1l/Tu2. Enfin pour certains, aucun de ces
schémas classiques ne peut étre appliqué a la pathogénie de cette affection. Il semble
cependant que les hypotheéses d’hypersensibilité de type I et de type IIl aient été
abandonnées. D’autre part, le nom attribué a cette maladie a longtemps fait débat ce qui
souligne encore les zones d'ombre qu’il reste a éclairer pour la caractériser
définitivement (189). Par ailleurs I'ICPVR touche de nombreux chevaux et malgré des
périodes de rémission clinique, il n’existe a ce jour aucun traitement efficace permettant
un rétablissement complet. Le remodelage des voies respiratoires induit par
I'inflammation restera toutefois une limite a la découverte d'un traitement permettant
une entiere guérison. En effet, le lien entre l'inflammation et les modifications
histologiques est indéniable mais les mécanismes mis en jeu restent peu documentés. La
connaissance de ceux-ci pourrait permettre de cibler les facteurs de l'inflammation
responsables afin d’étudier un traitement les visant spécifiquement et freiner ainsi
I’évolution de la maladie. De méme que les nombreuses recherches effectuées ont
permis la découverte des nombreuses cytokines et chémokines intervenant dans la
pathogénie, leurs interactions et les facteurs déclenchant leur libération nécessitent des
investigations supplémentaires. De la méme maniere, les raisons de la sensibilité de
certains animaux sont inconnues, on n’explique pas pourquoi aujourd’hui chez plusieurs
chevaux placés dans les mémes conditions environnementales certains développeront la
maladie alors que d’autres non. Une prédisposition génétique est indéniable et a déja été
soulevée mais pour l'instant le support génétique en question n’a pas été établi. Ainsi,
'élaboration de modeles pulmonaires tridimensionnels pourrait grandement aider a
I'approfondissement de ces connaissances.

Une meilleure connaissance de la pathogénie permettrait ensuite d’élaborer des
tests diagnostiques plus sensibles et plus précis que les techniques employées
aujourd’hui qui malheureusement ne permettent pas une prise en charge précoce de la
maladie, ce qui contraint souvent les propriétaires a réduire prématurément l’activité de
leur animal.

De tels modeles permettraient également d’évaluer lefficacité de nouvelles
molécules thérapeutiques dans un contexte ou tous les parametres sont controlés et les
séquences d’expérimentation répétables a une plus grande échelle que ce qui est réalisé
actuellement. En effet, les études actuelles portent en général sur un faible nombre
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d’animaux et dans des conditions parfois variables d’'un animal a I'autre ou d’'un groupe
a l'autre. Les résultats obtenus a partir de modeles ex vivo seraient alors plus
comparables et les données statistiques plus interprétables et significatives. Ces
modeles pourraient également permettre de mieux comprendre le mode d’action des
glucocorticoides dans le traitement de I'lCPVR. Chez ’homme nous savons qu'ils se lient
a leurs récepteurs intracellulaires ce qui permet de réduire I'activité du NF-kB et de AP-
1 aboutissant a une réduction de la production des médiateurs de I'inflammation issus
de ces voies de signalisation. Chez le cheval l'utilisation de ces molécules n’a pas montré
de diminution dans l'activité de ces facteurs de transcription malgré une amélioration de
I’état clinique (190). Des investigations supplémentaires sont nécessaires pour étudier
cette dissociation entre le niveau d’obstruction des voies respiratoires et le niveau de
marqueurs de I'inflammation dans le cadre d’un traitement avec des glucocorticoides.
Des pistes de nouveaux traitements médicaux ont été soulevées comme les inhibiteurs
des MMP ou la recherche de bronchodilatateurs longue action ou encore l'utilisation
d’inhibiteurs du NF-kB dont la concentration dans le LBA a pu étre corrélée au degré de
dysfonctionnement pulmonaire (174). Ces modeles pourraient particulierement bien s’y
préter. Enfin, d’autres alternatives au glucocorticoides sont plus particuliérement a
I'étude et ont déja montré des résultats prometteurs comme l'utilisation d’une
immunothérapie par inhalation a base d’'une nanoparticule: la cytosine-phosphate-
guanosine (CpG) (191). Chez I'homme cette molécule a montré des propriétés
réductrices de la réponse Tu2 et activatrices des lymphocytes T régulateurs. Cette
molécule a fait I'objet d’un travail récent chez les chevaux souffrant d'ICPVR qui montre
que son administration par inhalation conduit a une amélioration significative de
parametres cliniques et de laboratoire jusqu'a huit semaines apres le traitement. Apres
I'administration de dix inhalations réparties sur 48h, une amélioration de la courbe
respiratoire, une dilatation moins marquée des naseaux, une diminution du jetage, une
auscultation pulmonaire plus claire, une diminution de la pression interpleurale, une
diminution de la quantité et de la viscosité des sécrétions trachéales, une réduction du
nombre de neutrophiles dans le LBA largement supérieure a celle engendrée par
l'utilisation des corticoides, ainsi qu‘une diminution de I'IL-4, de I'il-8 ,de I'IL-17 et IFN-y
ont été notées. Enfin les propriétaires trouvent que les performances de leurs chevaux
se sont améliorées apres le traitement. Par ailleurs, aucun effet secondaire n’a été mis en
évidence (192). Certains auteurs ont étudié I'intérét d’ajouter un antibiotique a la prise
en charge thérapeutique de la maladie dans le cas ou des bactéries auraient été mises en
évidence dans le lavage trachéal (193). Ils ont obtenu une amélioration de I’état clinique
des chevaux ayant recu un antibiotique en complément du traitement stéroidien et
bronchodilatateur, sans amélioration de la neutrophilie du LBA. L’intervention des
bactéries dans la pathogénie est encore inconnue. Nous ne savons pas encore si elles
sont secondaires a I'affection ou si elles font partie des facteurs primaires. Toutefois, ces
premiers résultats montrent l'intérét de l'utilisation de telles molécules lorsque des
bactéries sont mises en évidence. Des investigations supplémentaires sont
indispensables afin de confirmer l'effet bénéfique des antibiotiques, ainsi que le réle
joué par les bactéries dans la pathogénie de I'lCPVR. Les macrolides sont aussi étudiés
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car déja utilisés chez les hommes atteints d’asthme et réfractaires au traitement
conventionnel pour leurs propriétés immunomodulatrices (194). L’étude de Mainguy-
Seers et al. (195) n’est pas parvenue a montrer une diminution de la neutrophilie du
LBA avec un traitement a I'azithromycine malgré la mise en évidence d’'une diminution
de la concentration en IL-8 et IL-1f3. La fonction pulmonaire, 'accumulation de mucus et
le remodelage histologique n’ont pas montré d’amélioration non plus. Cependant des
études supplémentaires sur l'utilisation des macrolides comme thérapie adjuvante pour
I'asthme équin devraient étre conduites (posologie, durée de traitement) connaissant les
résultats encourageant obtenus chez 'homme. Le développement d’'un modele ex vivo
pourrait permettre de continuer et faciliter les essaies thérapeutiques pour cette
molécule et pour d’autres et proposer ainsi une alternative aux glucocorticoides.

Un protocole de décellularisation reproductible et adapté au poumon du cheval
qui permet de conserver ses propriétés structurales et mécaniques a déja été établi
(188). Cette étude a justement été réalisée dans le but de pouvoir approfondir les
connaissances des mécanismes mis en jeu dans le développement de cette maladie et
pour la recherche de nouveaux traitements potentiels. Ceci prouve l'intérét de
'utilisation et du développement de tels modeles dans l'avenir de la médecine
vétérinaire.

3.3. LA FIBROSE PULMONAIRE IDIOPATHIQUE DU WEST HIGHLAND WHITE TERRIER

La fibrose pulmonaire idiopathique est une affection qui touche particulierement les
chiens de race West Highland White terrier pour une raison encore inconnue. Elle
semble étre comparable a I'affection incurable du méme nom rencontrée chez ’homme.
Proposer un modele de cette maladie chez le chien pourrait permettre de faire
progresser nos connaissances a la fois pour le chien et pour ’homme.

3.3.1. Etiologie, pathogénie, physiopathologie, diagnostic, traitements actuels et
pronostic

3.3.1.1. Définition et étiologie

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une affection chronique et
évolutive du tissu interstitiel pulmonaire d’étiologie inconnue caractérisée par une
augmentation des bruits respiratoires avec des crépitements inspiratoires et une
opacification interstitielle diffuse a I'examen radiographique. Elle méne a une perte
progressive et irréversible de la fonction pulmonaire.

Cette affection differe des autres maladies pulmonaires chroniques déja décrites
chez le chien et est particulierement décrite chez le West Highland white terrier
(WHWT) mais sa prévalence globale dans l'espece canine reste inconnue. Certains
auteurs rapportent la présence de signes cliniques similaires chez d’autres races de
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chien, notamment le Jack Russel ou le Staffordshire terrier mais de maniere beaucoup
plus anecdotique (196). En moyenne 1'age d’apparition des signes cliniques chez le
WHWT est de 9 ans et de maniére générale les chiens atteints sont d’age moyen a
avancé. L’age au moment du diagnostic varie entre 9 et 13 ans en moyenne (196) (197).
Aucune prédisposition de sexe n’a été mise en évidence. La prédisposition importante
des WHWT a développer cette maladie laisse supposer l'existence de facteurs
génétiques (198).

Les signes cliniques qui caractérisent cette affection se développent lentement et
se détériorent au cours des mois. Fréquemment les propriétaires attribuent les signes
observés au processus normal de vieillissement. IlIs comprennent de la toux, une
tachypnée au repos ou au cours d'un exercice physique léger, une dyspnée inspiratoire
et une intolérance a l'effort. La toux est souvent a l'origine de la consultation. A
I'auscultation pulmonaire des crépitements, et parfois des sifflements ou des rales sont
audibles bilatéralement. Une respiration abdominale est souvent présente. Il n'y a en
général pas d’atteinte de I'état général (196).

3.3.1.2. Pathogénie et physiopathologie

La pathogénie de cette maladie chez le chien n’est pas encore clairement élucidée
(198).

Actuellement chez 'homme souffrant de fibrose pulmonaire idiopathique, qui
semble pouvoir étre assimilée a l'affection canine, 'hypothese retenue est qu'une
atteinte initiale de I'épithélium alvéolaire provoque une apoptose des pneumocytes
suivie d'un processus de cicatrisation anormal. Les fibroblastes et les myofibroblastes
proliféerent, s’accumulent et produisent de la matrice extracellulaire en exces. Ce
processus est comparable a une cicatrisation aberrante plutét qu’a une inflammation
chronique, auparavant considérée comme prédominante. Ce phénomeéne évolue
jusqu’au stade de fibrose. Plusieurs études ont montré que l'apoptose des cellules
épithéliales alvéolaires secondaire a une lésion est suivie d'une coagulation
extravasculaire, d’'une activation du systeme immunitaire et d’'une activation anormale
persistante des pneumocytes. Cette cascade implique des interactions intercellulaires et
cellules-matrice complexes faisant intervenir de nombreux médiateurs biochimiques
comme des facteurs de croissance, des enzymes, des chemokines, des facteurs de
coagulation (199). Le médiateur pro-fibrotique TGF-3 impliqué dans le recrutement
cellulaire, la différenciation des myofibroblastes et l'induction de la production de
matrice extracellulaire, est supposé jouer un role central dans la pathogénie (199). Une
étude (200) a été menée pour déterminer le rdéle de ce médiateur dans le
développement cette maladie. Elle suggere que TGF-1 est effectivement impliqué dans
la pathogénie puisque son activité est augmentée dans I'épithélium altéré. De méme,
Lilja-Maula et Al. (201) ont étudié l'expression des activines A et B (qui sont des
cytokines appartenant a la super famille des TGF-[3) dans le tissu pulmonaire de chiens
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normaux et dans le tissu pulmonaire de WHWT atteints de FPI et ont étudié la présence
d’activine B dans le LBA de WHWT sains et malades. Les résultats obtenus montrent que
I'activine B est fortement exprimée dans I'épithélium alvéolaire altéré alors que
'activine A n’est pas significativement retrouvée, que ce soit chez des chiens sains ou
atteints de FPI. L’activine B est dés lors présumée jouer un réle dans la fibrose et dans
I'altération de I'épithélium alvéolaire. Par ailleurs 'activine B peut étre détectée dans le
LBA des chiens atteints de FPI.

Chez 'homme, plusieurs facteurs de risque sont suggérés comme la fumée de
cigarettes ou 'aspiration de liquide gastrique. Certaines contraintes mécaniques lors de
la respiration sont également supposées jouer un role dans la pathogénie de cette
affection. Des mutations génétiques sont aussi associées au développement de la
maladie (198)(202). Chez le WHWT, un questionnaire envoyé aux propriétaires a
dégagé certains facteurs de risque incluant un lien de filiation avec un individu atteint,
vivre dans une maison ancienne, I'absence de systéme de ventilation et des toilettages
fréquents en salon de toilettage (199). Cette maladie semble donc étre le fruit d’'une
interaction entre des facteurs génétiques et environnementaux.

De méme, chez I'homme, la fibrose pulmonaire idiopathique familiale est associée
a une mutation du géne codant pour la protéine C du surfactant, suggérant I'intervention
de cette protéine dans la pathogénie de la maladie mais aucune mutation n’a été mise en
évidence chez les WHWT atteint de FPI (203).

L’étude de Roels et al. (204) montre que 'intervention d’'un herpesvirus dans la
pathogénie de cette affection est tres peu probable. De méme que 'association entre la
FPI et une infection fongique est peu plausible (199).

Finalement, 1'épaississement de la matrice extracellulaire méne a un
élargissement de l'interface air-sang extrémement fine en conditions physiologiques.
Les échanges gazeux étant altérés, la maladie progresse lentement vers une
insuffisance respiratoire. La fibrose modifie les propriétés mécaniques de I'organe,
la compliance diminue et I'insufflation des alvéoles devient plus difficile.

3.3.1.3. Diagnostic

Le diagnostic de cette affection est un diagnostic d’exclusion et nécessite
souvent soit un examen d’imagerie tomodensitométrique de bonne qualité soit un
examen histologique du parenchyme pulmonaire. (198) Les données récoltées lors de
I'examen clinique déja exposées et I’évolution lente des signes cliniques sont évocatrices
de la maladie. L'’examen histopathologique est seul a pouvoir fournir un diagnostic de
certitude. Chez le chien le diagnostic de certitude est donc souvent nécropsique car les
biospies pulmonaires ne sont pas réalisées en routine.
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L'’examen radiographique du thorax révele des anomalies mais n’est ni
spécifique ni sensible. Une opacification interstitielle est toujours mise en évidence. La
sévérité des modifications observées varie mais elles sont toujours généralisées a
I’ensemble du parenchyme pulmonaire. Une opacification bronchique peut parfois se
surajouter. Une hypertrophie cardiaque droite peut aussi étre constatée et suggere un
«coeur pulmonaire » (196). Toutefois le diagnostic définitif ne peut pas reposer
uniquement sur ces constatations puisqu’'un tel aspect peut étre associé a de
nombreuses autres situations (une infiltration néoplasique ou éosinophilique, une
pneumonie infectieuse ou I'exposition a certains toxiques en sont quelques exemples) et
peut méme étre retrouvé chez des WHWT sains (196) (198) (Figure 24).

A B

L N
Figure 24 : Radiographies thoraciques d’'un WHWT de 12 ans atteints de fibrose
pulmonaire idiopathique (d’apreés (198)). Radiographies latérale droite (A) et ventro-dorsale (B)
montrant une opacification bronchique et péribronchique diffuse et une silhouette cardiaque de taille
augmentée.

Un scanner du thorax permet d’obtenir des images avec une meilleure résolution et
donc une meilleure évaluation du parenchyme pulmonaire et fait partie des examens
complémentaires de choix chez I'homme souffrant de pneumonie interstitielle.
Toutefois chez le chien, il doit étre réalisé sous anesthésie générale, ce qui n’est pas
recommandé chez les sujets les plus séverement atteints (198). Les images
caractéristiques sont alors une opacification en verre dépoli, des images de
bronchiectasie et des images en nid d’abeille dans les cas les plus séveres. Une
corrélation entre la sévérité des signes cliniques et la sévérité des anomalies
observées sur les images tomodensitométriques peut étre établie et Thierry et al. (205)
ont proposé une échelle de gradation de la maladie en fonction des images obtenues
(Tableau V). Toutefois la valeur pronostique des images reste encore a étudier.
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Tableau V : Critéres utilisés pour la gradation de la sévérité des opacifications
tomodensitométriques pulmonaires (d’apres (205))

Grade Aspect pulmonaire

0 (normal) Poumon normal

1 (intensité légere) En verre dépoli

2 (intensité modérée) Opacification en verre dépoli en mosaique, aspect
réticulaire focal, consolidation pulmonaire, ou
bronchiectasie

3 (Intensité sévere) Aspect réticulaire généralisé, images en nid d’abeille,

bronchiectasie, ou pattern nodulaire

L’examen bronchoscopique est intéressant mais nécessite lui aussi une
anesthésie générale qui peut étre risquée. Une supplémentation en oxygene avant,
pendant et apres la procédure est recommandée. Les éléments observés ne sont pas
spécifiques et les modifications bronchiques ne permettent pas de distinguer une
bronchite chronique de la fibrose pulmonaire méme si l'accumulation de mucus,
I'hyperhémie et les irrégularités de la muqueuse bronchique sont souvent plus
marquées en cas de bronchite chronique. Les anomalies rapportées en cas de FPI sont
un collapsus trachéal, des irrégularités de la muqueuse bronchique, une augmentation
de la quantité de mucus bronchique, une bronchomalacie, un collapsus dynamique des
voies respiratoires, et une bronchiectasie (197). D’aprés Corcoran et al. (206), la
combinaison de radiographies thoraciques de bonne qualité et d’une
bronchoscopie donnerait une chance d’obtenir un diagnostic de FPI.

Le lavage bronchoalvéolaire révéle une augmentation de la cellularité due a un
enrichissement en macrophages, en neutrophiles et en mastocytes. (198) (197)

Les examens hématologiques et biochimiques ne révelent pas d’'anomalie
(196) mais sont indiqués pour exclure les autres causes d’intolérance a I'effort (198).

L’examen histopathologique post mortem montre une fibrose modérée a sévere
des septums inter-alvéolaires ainsi qu'une métaplasie squameuse de I'épithélium. La
fibrose peut étre diffuse, multifocale ou régionale. D’autres types de modifications
peuvent étre observées comme la présence d’hémosidérophages intra-alvéolaires et
septaux (196) (207). Les septums inter-alvéolaires sont épaissis par une accumulation
de matrice extracellulaire qui va de la superposition de quelques fibres de collagene,
de type I et de type IIl particulierement, parallelement les une aux autres a
I'accumulation dense de nombreuses fibres aboutissant a une couche tres épaisse de
matrice (207). Une disposition concentrique des fibres de collagéne est également
identifiable autour des vaisseaux pré et post-capillaires mais serait plutot
caractéristique d'une lésion débutante car elle n’est retrouvée que dans les cas de
fibrose discrete (208). Dans tous les cas il y a mise en place d’un infiltrat cellulaire dans
I'interstitium et dans la lumiére alvéolaire composé de lymphocytes, de macrophages et
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de cellules plasmatiques. Dans les cas les plus séveres, une hyperplasie et des atypies
des pneumocytes de type II sont visibles (208) (Figure 25). La distribution des fibres
élastiques ne semble pas modifiée. Une accentuation de la fibrose péribronchique et
sub-pleurale est objectivée par certains histopathologistes (208).
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Figuré 25 : épithélium alvéolaire d’'un WHWT atteint de fibrose liulmonaire idiopathique
(d’apres(198)). Fibrose interstitielle diffuse discréte a gauche de l'image et 1ésions de fibrose
interstitielle multifocale sévére avec atypies et hyperplasie de I'épithélium alvéolaires sur la droite de
I'image.

La mesure des gaz artériels, méme si elle n’est pas réalisée en routine, permet
de mettre en évidence une hypoxémie modérée (PaO2de 60 a 80 mmHg) dans 45% des
cas et une hypoxémie sévere (PaO; < 60 mmHg) dans 45% des cas également (198).
Toutefois ces modifications ne sont pas spécifiques et servent le plus souvent a estimer
la sévérité des lésions plutot qu’a établir le diagnostic.

L’échocardiographie est un examen complémentaire essentiel pour exclure
une maladie cardiaque concomitante et permet de quantifier la pression artérielle
pulmonaire nécessaire pour mettre en place une prise en charge thérapeutique (199). A
I'auscultation cardiaque, un souffle systolique de bas grade est parfois audible a droite
en raison d’'une régurgitation tricuspidienne due a I'’hypertension pulmonaire induite
pas la maladie. (198).
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Des recherches sur de potentiels biomarqueurs diagnostiques sont réalisées.
L’étude de Kraft et al. (209) avait pour but la recherche de génes qui seraient plus ou
moins exprimés chez les WHWT atteint de FPI. Ce travail a mis en évidence le fort
potentiel de la chemokine CCL2 en tant que biomarqueur sérique puisque sa
concentration s’est révélée significativement plus élevée dans le sérum des WHWT
affectés que dans celui des WHWT sains. Par ailleurs, la recherche de cette protéine peut
également étre réalisée sur le LBA.

La distinction doit étre faite avec les autres maladies respiratoires chroniques
retrouvées chez le chien telles que la bronchite chronique, d’autant plus que cette
affection est couramment retrouvée chez les terriers. Le diagnostic de bronchite
chronique est obtenu par bronchoscopie qui révele des modifications chroniques de la
muqueuse bronchique. Par ailleurs le développement de ces deux maladies
simultanément est possible et 'implication de 'une dans le développement de 'autre
reste a étudier (196). La réalisation d’'un coproscopie permet d’éliminer les maladies
parasitaires respiratoires.

3.3.1.4. Traitements actuels et pronostic

Chez 1'homme les traitements par corticoides systémiques et par
immunosuppresseurs ne sont plus indiqués depuis 2012 dans la mesure ou cette
maladie n’est plus considérée comme une affection inflammatoire mais comme un
processus de cicatrisation aberrant (202).

Il n’existe aucun traitement efficace et chez le chien celui-ci repose encore sur
I'administration de glucocorticoides et de théophylline qui atténuent les signes
cliniques (198). Les glucocorticoides peuvent agir sur la bronchite chronique qui y est
parfois associée. Les études menées chez 'homme atteint de pneumonie interstitielle
idiopathique portant sur I'immunomodulation, I'administration d’anticoagulants, de
vasodilatateurs, d’anti-fibrotiques, ou d’inhibiteurs de cytokines n’ont montré aucun
résultat probant. La transplantation pulmonaire est la seule prise en charge qui permet
d’améliorer I'espérance de vie chez 'homme dans cette situation (198).

Il s’agit d’'une maladie évolutive sans traitement efficace a ce jour, qui
aboutit a une insuffisance respiratoire. L’espérance de vie est d’environ 18 mois a
partir de l'apparition des signes cliniques et souvent moins d’'un an une fois que le
diagnostic est établi. Toutefois il existe une grande variation entre les sujets.
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3.3.2. Intérét d’'un modeéle tridimensionnel

La création d’'un modeéle tridimensionnel de la FPI du WHWT serait profitable
dans la mesure ou la pathogénie de cette affection est encore extrémement méconnue.
Or tant que la pathogénie n’est pas maitrisée il est difficile de mettre en place une prise
en charge thérapeutique efficace. L’assimilation au trouble humain du méme type est
souvent faite mais des différences entre les maladies ont déja été mises en évidence. Il
est donc justifié de penser que la FPI humaine n’est pas un bon modele pour celle du
chien et inversement. L’obtention d'un modele tridimensionnel est d’autant plus
nécessaire que cette affection est irrémédiablement mortelle.

Des facteurs environnementaux en plus des facteurs génétiques sont fortement
soupconnés pour provoquer les premieres lésions a l'origine du déreglement du
phénomene de cicatrisation. Un modele tridimensionnel pourrait permettre la
recherche de ces facteurs.

De plus, il existe une comorbidité avec la bronchite chronique, un tel modele
permettrait d’approfondir cet aspect de la maladie et peut étre de mettre en évidence
des facteurs de risques.

Par ailleurs, cette affection fait a priori intervenir de nombreuses interactions
entre la matrice extracellulaire et les cellules. C’est une réponse inappropriée des
cellules de I'épithélium alvéolaire et des septums inter-alvéolaires qui aboutit a la
synthese anormale de matrice, or I'élaboration du modeéle comme vu précédemment
débute par I'’ensemencement de cellules sur la matrice extracellulaire pulmonaire, ce qui
parait tout a fait adapter pour étudier de telles interactions.

De nombreuses études sont en cours afin de trouver des biomarqueurs a la fois
diagnostiques et qui permettraient de faire progresser nos connaissances sur la
pathogénie. Les inconvénients rencontrés sont le peu de cas regroupés pour chaque
étude qui sont d’ailleurs souvent rétrospectives, il n’est donc pas toujours évident
d’obtenir toutes les données nécessaires et leurs conditions d’obtention difféerent parfois
d’'un cas a l'autre. Comme évoqué précédemment, certains marqueurs comme CCL2
(176) et TGF-B1 (200) ont démontré leur potentiel mais des investigations
supplémentaires seraient nécessaires afin d’établir la possibilité d’établir un traitement
agissant sur ces voies de signalisation puisque celles-ci semblent impliquer dans la
pathogénie. D’autres marqueurs sont a I'’étude, comme I’endothéline-1. Il s’agit d'un
peptide vasoactif, pro inflammatoire et pro fibrotique. Elle est retrouvée dans le sérum
et dans le LBA chez 'homme atteint de FPI. Elle est aussi significativement élevée chez
les chiens atteints de cette maladie en particulier et pourrait donc servir de test
diagnostic. Du fait de ses propriétés ce peptide pourrait bien intervenir dans la
pathogénie. Chez 'homme elle a montré sa capacité a initier une transition des cellules
épithéliales alvéolaires en « fibroblaste-like », a favoriser la production de matrice
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extracellulaire, a stimuler la production de collagene de type I et de type III. Elle ne
pourrait par contre pas étre utile en tant que marqueur pronostic car aucun lien n’a pu
étre établi entre sa concentration et la sévérité de la maladie (210). Encore une fois, des
recherches supplémentaires sont essentielles pour mettre en évidence son lien avec la
pathogénie et un modele tridimensionnel s’y préterait tout a fait. Dés lors, des
antagonistes des récepteurs a l’endothéline-1 pourraient étre une possibilité
thérapeutique a investiguer. De méme, 'amino propeptide terminal du pro-collagene de
type III (PIIINP) est un marqueur de I'activité des fibroblastes et est élevé chez 'homme
atteint de pneumonie interstitielle idiopathique. Chez le chien , son taux est élevé dans le
LBA et peut distinguer la bronchite chronique de la fibrose (198). La mise en place d'un
protocole ou d’'un test de mise en évidence approprié reste a étudier.

Pour ce qui est des possibilités thérapeutiques, tres peu de molécules sont a
I'essai chez le chien actuellement, et il n’existe toujours pas a ce jour de traitement. Par
exemple, la pirfenidone chez 'homme a montré des effets antifibrotiques, anti-
oxydantes et anti inflammatoires et ralentit le déclin de la fonction respiratoire mais ne
guérit toutefois pas la maladie. Cette molécule pourrait étre envisagée chez le WHWT
mais actuellement aucune donnée n’est disponible ne serait-ce que sur son innocuité
chez le chien(198).

Le manque de connaissances sur la pathogénie de la FPI du WHWT, la
difficulté d’établissement du diagnostic et I'absence de possibilité
thérapeutique de cette maladie mortelle montrent une fois de plus que la
création de modeles tridimensionnels serait completement profitable a
I'évolution de la médecine vétérinaire.

3.4.LA MYCOSE DES POCHES GUTTURALES CHEZ LE CHEVAL

Les poches gutturales sont des appendices spécifiques des chevaux et de certaines
autres especes. Le développement de modeles tridimensionnels parait étre I'outil le plus
approprié pour les étudier au mieux.

3.4.1. Anatomie, histologie et physiologie des poches gutturales

3.4.1.1. Anatomie

Les poches gutturales correspondent a des diverticules pairs remplis d’air,
d’environ 10 cm de long avec une capacité de 300 a 500 ml, provenant des conduits
auditifs qui relient l'oreille moyenne au nasopharynx. Ces structures seulement
présentes chez le cheval et autres Perissodactyles communiquent avec le pharynx via
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'orifice pharyngé du conduit auditif. Elles se situent entre la base du crane et 'atlas
dorsalement et le pharynx et la partie proximale de I'cesophage ventralement, et sont
recouvertes latéralement par les muscles ptérygoides et les glandes mandibulaires et
parotides. Médialement, les sacs droits et gauches sont séparés par les muscles longs de
la téte et un fin septum médian ventralement. Elles reposent principalement sur le
pharynx mais elles recouvrent aussi l'os stylohyoidien dont une partie divise
incomplétement chaque poche en un compartiment médial et un compartiment
latéral (Figure 26)(211) (212) (213).

Poche gutturale gauche ;
Compartiment latéral

Compartiment médial
Os stylohyoidien

Figure 26 : Morphologie d’'une poche gutturale (d’apres (211))

Ces poches sont en contact avec de nombreux nerfs craniens et arteres. Les
nerfs qui s’étendent le long de ces diverticules sont le nerf glossopharyngien, le nerf
vague, le nerf accessoire, le nerf hypoglosse et le prolongement du tronc sympathique.
Le nerf facial dispose d'un contact plus limité. L’artére carotide interne longe le
compartiment médial et dessine un repli muqueux a l'intérieur de celui-ci, bien visible a
I'examen endoscopique (Figure 27). L’artére carotide externe chemine ventralement au
compartiment médial avant de rencontrer la paroi latérale puis rostrale du
compartiment latéral (211). Tous ces rapports sont a l'origine de signes cliniques
relativement importants lors d'une affection des poches gutturales comme
I'inflammation de l'oreille moyenne par extension via les trompes auditives, une
épistaxis en cas d’érosion d’une artére (I'artére carotide interne étant la plus souvent
touchée), des difficultés a la déglutition en cas d’atteinte des nerfs glossopharyngien et
vague, une hémiplégie laryngée en cas d’atteinte du nerf vague, le syndrome de Claude

123



Bernard Horner si le nerf sympathique est impliqué. Les atteintes du nerf facial sont plus
rares et I'artere carotide externe semble plutot bien protégée (211).

(.

Figure 27 : Vue endoscopique d’'une poche gutturale droite (Source : Péle équin Vetagro-
Sup). S: os stylohyoide, L : compartiment latéral, M : compartiment médial, e : artére carotide externe, i :
artere carotide interne, n : nerfs craniens (IX, X, XI).

3.4.1.2. Histologie et cytologie des poches gutturales saines

Les poches gutturales sont deux réservoirs membraneux délimités par une paroi
mince et transparente qui dérive de I'expansion membranacée des trompes d’Eustache.
L’épaisseur de la paroi varie de 0,1 a 0,5mm. Cette paroi est recouverte d’'une muqueuse
respiratoire mince formée d'un épithélium cilié pseudostratifié comportant de
nombreuses cellules caliciformes sécrétant du mucus (214) (215). Cette structure
rappelle celle de I'épithélium respiratoire au niveau trachéale ou des bronches
principales. D’ou l'intérét de développer un modele tridimensionnel de ces entités pour
pouvoir étudier la mycose qui les touche. La muqueuse repose sur une sous muqueuse
lache qui a la particularité de contenir une grande quantité de structures lymphoides
pouvant intervenir dans I'immunité.

Un échantillon de cellules peut étre obtenu par prélevement percutané au travers
du triangle de Viborg ou par préléevement endoscopique. Un préléevement cytologique
normal contient moins de 5% de neutrophiles, une grande proportion de cellules
épithéliales ciliées, quelques cellules épithéliales non ciliées, et moins de 1% de
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monocytes, lymphocytes et éosinophiles. Au dela de 25% de neutrophiles le
prélévement est considéré comme anormal ou pathologique (213) (216) (217). Une
flore bactérienne transitoire non pathogene peut étre isolée assez fréquemment (51,8%
des lavages d’apres Chiesa et al. (217)) et la proportion de neutrophiles augmente en
présence d’'une croissance bactérienne. Dans cette étude, aucune croissance fongique
n’est mise en évidence (217).

3.4.1.3. Physiologie

Le role des poches gutturales est longtemps resté sibyllin et de nombreuses
propositions ont été faites notamment un role d’aide au dégagement des cavités nasales,
ou bien d’intervention dans I'ouie ou encore un simple moyen de remplir 'espace par
exemple (218). Cependant leur implication dans la thermorégulation semble
prépondérante. En effet les animaux athlétiques doivent maintenir la température de
leur cerveau car cet organe peut étre séverement altéré par une hyperthermie. Toutefois
la fagon dont procédent les chevaux pour maintenir cette température reste un mystere.
IIs disposent cependant d’'une organisation anatomique singuliere de leurs arteres
carotides internes, qui amenent le sang a 'encéphale, puisqu’elles sont enveloppées par
les poches gutturales remplies d’air. Des lors, une des hypotheses principales
concernant le réle de ces structures est leur capacité a rafraichir le sang parvenant a
I'encéphale lors d’'un exercice physique grace a leur contact étroit avec les artéres
carotides internes, protégeant ainsi celui-ci de I'hyperthermie. Keith et al. ont pu
confirmer cette hypothese chez quatre chevaux en mesurant la température de I'air dans
les poches gutturales et la température du sang dans les arteres carotides internes, en
amont, au milieu et en aval des poches gutturales en utilisant des thermocouples (219).

3.4.2. Etiologie, pathogénie, physiopathologie, diagnostic et traitements actuels.

3.4.2.1. Etiologie

L’agent pathogene le plus souvent mis en évidence lors de mycose des poches
gutturales est Aspergillus spp. et en particulier Aspergillus fumigatus, mais Aspergillus
versicolor, Aspergillus nidulans et Aspergillus niger ont aussi été décrit (220). Il s’agit d'un
des organismes fongiques les plus communs transmis par aérosols. Ces organismes
saprophytes sont largement présents dans I’environnement, notamment dans la terre,
les végétaux en décomposition et les débris organiques. Ce sont des entités
opportunistes qui envahissent les tissus des animaux. Les animaux en bonne santé sont
résistants a l'infection sauf s’ils sont exposés a une quantité massive de conidies ou de
mycéliums. (220) (221). De par leur petite taille les conidies (2 a 3 pm de diametre)
restent en suspension dans l'air sur de longues périodes, peuvent étre inhalées et
pénétrer dans l‘appareil respiratoire et dans les poches gutturales (220). Des particules
fongiques sont constamment inhalées mais chez des chevaux sains, les mécanismes de
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défense de I'appareil respiratoire, soit I'appareil muco-ciliaire et la phagocytose par les
macrophages assurent le nettoyage des muqueuses (220)(221). Aspergillus spp. est
thermotolérant et prospere a 37°C, mais est capable de croitre jusqu'a 55°C. Il est donc
capable de se développer rapidement dans les tissus d’'un héte immunodéficient ou déja
fragilisé par l'utilisation prolongée de corticoides ou d’antibiotiques ou fragilisé par une
autre affection comme une atteinte de I'appareil respiratoire haut, une 1ésion du tissu
mou de la face ventrale de la bulle tympanique ou I'existence d’'un anévrisme d’une des
arteres carotides ou encore une migration larvaire erratique (221). Il peut survivre dans
le flux sanguin et dans les tissus grace a sa propension a trouver et assimiler des
facteurs nutritifs dans cet environnement étranger, notamment le fer, le phosphate
grace a la production de plusieurs types de sidérophores, de phosphatases et de
phospholipases. Aspergillus spp. dispose également de certaines caractéristiques lui
permettant d’échapper a la réponse immunitaire de I'hote et est alors protégé de
I'attaque par les macrophages et les neutrophiles. Aspergillus spp. présente aussi des
propriétés anti-oxydantes et de nombreuses pompes permettant la libération de toxines
(220)(221).

3.4.2.2. Pathogénie et physiopathologie

La mycose des poches gutturale est une affection sporadique et touche
principalement les chevaux élevés en box. Il n’y a pas de prédisposition d’age, de sexe ou
de race rapportée et les poulains peuvent également étre touchés (222). L'infection est
le plus souvent unilatérale mais peut devenir bilatérale si le septum médian est érodé.
Elle est présumée débuter par l'inhalation de spores provenant de foin moisi.
L’'infection peut étre asymptomatique, il est donc difficile d’obtenir des données
épidémiologiques précises de I'infection (222)(221).

La surface de la muqueuse des parois médiale et dorsale est dans un premier
temps recouverte par des plaques d’exsudat fibronécrotique arrondies surélevées et
focales qui peuvent évoluer et confluer en une grande masse fibronécrotique (223).
Cette répartition dorsomédiale des premieres lésions reste inexpliquée.
Microscopiquement les 1ésions correspondent a une inflammation nécrotique sévere
de la muqueuse et de la sous-muqueuse associée a une vascularite généralisée et des
hyphes fongiques intralésionnels. La nécrose de la paroi des poches peut s’étendre
jusqu'a la paroi de l'artere carotide interne adjacente ce qui provoque une
hémorragie dans la lumiere de la poche gutturale et une épistaxis récurrente (Figure
28). L’artére carotide externe et ses ramifications peuvent également étre touchées et
I'artere maxillaire est atteinte dans environ un tiers des cas. Le signe clinique le plus
communément observé est donc une épistaxis modérée a sévere (213).
L’envahissement de I'artére carotide interne provoque une artérite, qui peut également
mener a la formation d'un anévrisme et une hémorragie fatale. Dans d’autres cas, le
champignon peut directement infiltrer I'artere carotide interne, menant a la libération
d’emboles mycosiques puis généralement a de multiple infarci cérébraux. La
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dysphagie, parfois observée lors de cette affection, est associée a une atteinte de la
branche pharyngée des nerfs vagues et glossopharyngien qui cheminent
ventralement a la poche gutturale. Le syndrome de Claude Bernard-Horner fait suite a
des lésions du ganglion cranio-cervical et des fibres sympathiques localisés caudo-
dorsalement a la poche et se manifeste par une ptose palpébrale, un myosis et une
enophtalmie, ainsi que des plages de sudation au niveau cervical et une congestion de la
muqueuse nasale. Enfin, 'hémiplégie laryngée résulte d’'une atteinte du nerf laryngée.
Dans les cas d’affection prolongée, une pneumonie par aspiration peut se développer
(223)(213)(224). Un cas d’hémorragie rétropharyngée lié a une mycose des poches
gutturales a déja été décrit et fait donc partie des complications possibles a surveiller
(225).

L .&v@f f.."*l'}.‘. r WS S .'.' PSRN
Coupe histologique de la carotide interne montrant I'invasion de la paroi
vasculaire par les hyphes fongiques (= )(d’apres (226))

Figure 28 :

3.4.2.3. Diagnostic

Les signes cliniques et en particulier I'épistaxis récurrente et abondante et/ou
I'atteinte des nerfs craniens sont fortement évocateurs d'une mycose des poches
gutturales. Les autres signes cliniques qui peuvent étre observés sont un écoulement
nasale unilatéral ou bilatéral séreux a muco-purulent, une dysphagie et de la toux (227).
Le diagnostique doit cependant étre confirmé par un examen endoscopique de la
région qui révele la présence de plages nécrotiques et de tapis fongiques (Figure 29).
La réalisation de cet examen doit étre précautionneuse car le passage de I'endoscope
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peut déloger un caillot sanguin et mener a de nouveaux saignements abondants. Le
développement de I'échographie de cette zone pour le diagnostic de cette affection
permettrait de palier ces risques (228). Il n’existe pas de relation apparente entre la
sévérité des signes cliniques et la taille des lésions observées (224). Le diagnostic
définitif est obtenu par examen histologique qui met en évidence I'invasion du tissu par
un hyphe fongique et permet d’isoler et d’identifier 'agent pathogeéne (229), cependant
la réalisation de biopsies peut provoquer une hémorragie et est donc a éviter (230). Le
diagnostic différentiel principal d'une hémorragie séveére des poches gutturales
regroupe l'avulsion du muscle long de la téte de l'os basi-sphénoide aprés un
traumatisme, le développement d’'une néoplasie dans les poches ou la présence d’'un
corps étranger (230).

Figure 29 : Image endoscopique d’'une plaque mycosique sur la paroi d’'une poche
gutturale droite (=) (d’apres (224))

3.4.2.4. Traitements actuels

Le traitement peut étre chirurgical ou non chirurgical. Le traitement médical
peut étre réalisé si le propriétaire refuse l'alternative chirurgicale et si les lésions n’ont
pas encore provoqué de saignements et qu’il n'y a pas de risques apparents de
saignements imminents, c’est a dire que les lésions ne sont pas localisées le long d’'une
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artére. Il consiste en l'application d'un traitement topique parfois associée a un
traitement systémique, est généralement lent et donne des résultats inconstants
(227). Des lavages peuvent étre réalisés quotidiennement et les plages de nécroses
peuvent étre décollées grace a la pince a biopsie et a la brosse de cytologie de
I'endoscope. L’utilisation de la povidone iodée ou du thiabendazole donnent des
résultats mitigés (227). La nystatine, la natamycine, le ketoconazole, I’enilconazole et le
miconazole n’ont qu'une activité réduite sur Aspergillus spp. En revanche
I'amphotéricine B est effective contre cet organisme mais son utilisation systémique
chez le cheval est limitée en raison de sa nephrotoxicité. De plus la distribution des
molécules administrées par voie systémique jusqu’aux poches gutturales reste
inconnue. L'oxygénation des poches est également décrite comme moyen thérapeutique
(227). L’administration topique au site typique d’infection au plafond de la poche
gutturale peut étre réalisée grace a une préparation liquide acheminée grace a un
endoscope ou grace a une poudre déposée par insufflation via un cathéter de Neilson
relié a une poire a lavement. Toutefois la régression des 1ésions mycosiques doit étre
interprétée avec précaution car I'amélioration spontanée des lésions avec le temps
est fréquente. De plus, malgré la régression spontanée un tissu cicatriciel se met en
place avec une fibrose de la muqueuse. Enfin les chevaux atteints de saignements
abondants doivent recevoir une perfusion de solutés intraveineuse voire une
transfusion sanguine et les chevaux souffrant de dysphagie doivent étre alimentés par
sonde nasograstrique ou par une sonde d’oesophagostomie et recevoir des anti
inflammatoires non stéroidiens afin de réduire la névrite (213). Dans le cas du
traitement chirurgical, les plages de nécroses peuvent étre décollées délicatement a
'aide d'un écouvillon et de lavages réalisés au travers d’'un abord de Whitehouse modifié
qui permet d’accéder au plafond des poches, le plus souvent affecté, et permet
également d’accéder aux deux poches gutturales par une seule incision. D’autres types
d’abords dont décrits et utilisables. En cas d’épistaxis, l'artere atteinte doit étre
identifiée par endoscopie avant d’étre occluse chirurgicalement. Une occlusion du coté
cardiaque et une occlusion du coté cérébral permettent de prévenir les hémorragies. S'il
y a trop de sang pour pouvoir l'identifier, toutes les artéres en contact avec la poche
doivent étre obstruées. L'occlusion peut étre réalisée a titre préventif. Différentes
procédures d’occlusion existent et peuvent étre utilisées voire combinées. On retiendra
la ligature de l'artere carotide commune, l'utilisation d’'un cathéter a ballonnet pour
occlure l'artere carotide interne ou externe, I'utilisation d’'un systeme de cathéter avec
ballonnet détachable ou encore l’embolisation transartérielle. Il semblerait que
I'occlusion du vaisseau touché accélererait la résolution des lésions mycosiques rendant
le traitement médical non indispensable, mais cette hypothese reste controversée (213)
(230) (222).

Une étude récente propose la création d’'une fistule entre le pharynx et la
poche gutturale a I'aide d’un laser afin de créer un environnement ventilé moins
propice au développement de la mycose (231). En effet, physiologiquement la poche et
le pharynx communiquent par un orifice qui s’ouvre par un mécanisme actif faisant
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intervenir les muscles de la téte. Cette communication reste le plus souvent fermée ce
qui favorise un environnement chaud et humide. Les premiers résultats obtenus sont
encourageants pour favoriser la régression du champignon mais ne permettent pas de
traiter une hémorragie (231).

3.4.3. Pronostic

Environ 50% des chevaux souffrant d’hémorragie déceédent des suites de
cette complication mais ce risque peut étre éliminé ou du moins considérablement
diminué par I'occlusion de I'artere atteinte. La procédure d’occlusion doit étre réalisée
le plus rapidement possible aprés le début d’'un saignement afin de limiter au maximum
les pertes de sang qui fragiliserait I'animal et rendent l'anesthésie et la chirurgie
d’autant plus risquée. De plus, bien que les 1ésions mycosiques régressent, ce processus
est lent et les signes neurologiques peuvent persister apres la disparition du
champignon. En cas de dysphagie, le rétablissement est possible mais tres long, de 6 a 18
mois, et parfois incomplet. La paralysie laryngée est quant a elle le plus souvent
permanente. Enfin le syndrome de Claude-Bernard Horner et la paralysie faciale
disparaissent progressivement le plus souvent (213).

3.4.4. Intérét d’'un modeéle tridimensionnel

L’élaboration d’'un modeéle tridimensionnel des poches gutturales selon les
mémes techniques employées pour le poumon parait envisageable dans la mesure ou
ces appendices sont en continuité avec I'appareil respiratoire supérieur des équidés et
sont constitués d’'un épithélium semblable a celui retrouvé dans les bronches. Comme
pour le poumon, les poches gutturales acquises artificiellement pourraient étre
obtenues apres la récupération de ces organes sur des cadavres de chevaux puis
décéllularisés afin de récupérer la matrice extracellulaire adéquate puis maintenues
dans des bioréacteurs et ensemencées avec des cellules dérivées des poches gutturales
ou des bronches, afin de recréer I'épithélium qui les constitue physiologiquement.

Une étude menée en 2017 (222), avait pour objet l'induction de plaques
mycosiques dans les huit poches gutturales de quatre chevaux. Aucun des équidés n’a
souffert de séquelles et les 1ésions ont régressé spontanément mais connaissant les
risques hémorragiques et les risques de lésions nerveuses liés cette affection, le
développement d’'un modele tridimensionnel de ces appendices pour I'étude de cette
maladie permettrait des recherches a plus grande échelle et serait également
éthiquement plus correct en limitant I’expérimentation animale.

Par ailleurs, I'intérét de la création d'un tel modele pour I'étude de la mycose des

poches guttural réside dans le fait que cette affection reste encore occulte et sporadique.
Il est donc difficile de regrouper des cas permettant de mettre en place différents
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protocoles de traitement et de les comparer. De plus, la conformation et la topographie
des poches rendent le traitement d’autant plus complexe. Enfin cette affection reste
mortelle dans de trés nombreux cas a cause de ses complications hémorragiques et
nécessite souvent une intervention chirurgicale sur des animaux déja affaiblis par des
pertes sanguines abondantes. Un modeéle tridimensionnel permettrait d”’approfondir les
connaissances acquises sur la pathogénie, I’évolution et les traitements possibles de
cette affection.

Une des difficultés a surmonter serait la création de 'environnement particulier
de cet organe, puisque dans le cas particulier de la mycose des poches gutturales,
Aspergillus spp. semble montrer un tropisme particulier pour les arteres qui cheminent
le long de la paroi de 'organe. De plus la température, I'humidité et la ventilation qui y
régnent ont été décrites comme de potentiels facteurs favorisants le développement de
I'agent infectieux, d’ou I'importance de parvenir a recréer des conditions identiques.
Mémes si ces derniéres affirmations sont parfois controversées et n’ont pas fait 'objet
de réelles études pour les confirmer ou les infirmer, la création d’un tel modele pourrait
justement permettre de juger de leur réelle implication dans le développement de cette
maladie. Par ailleurs, les études menées jusqu’a présent tendent a montrer que la
maladie ne se développe et n’est a 'origine de signes cliniques que chez des animaux
immunodéprimés ou débilités ou encore en cas d’infestation massive par des spores. Ces
modeles devraient donc permettre d’étudier les mécanismes immunitaires intervenant
dans cette organe afin d'imiter cette fragilit¢é immunitaire caractéristique du
développement de la maladie et pouvoir ensuite jouer sur cet aspect de I'affection pour
la prévenir et/ou la traiter. Ils pourraient également permettre d’établir un seuil de
quantité de spores dans l'air a partir duquel il existe un risque avéré d’infection des
poches.

En outre, 'obtention d’'un modele des poches pourrait permettre d’approfondir
I'étiologie de cette affection. En effet, Aspergillus fumigatus semble étre l'agent
pathogéne le plus représenté mais certaines autres especes fongiques sont parfois mises
en évidence, la création d’'un modele artificiel répétable a grande échelle pourrait
révéler les conditions qui favorisent tel ou tel agent infectieux.

Apres avoir obtenues toutes ces données, la recherche d’'un traitement efficace
pourrait étre entreprise. Actuellement il est difficile de juger de lefficacité d'un
traitement mis en place dans la mesure ou les lésions seraient capables de régresser
spontanément et ou 'opportunisme de I'agent pathogene ne permet pas de regrouper
un grand nombre de cas et de mettre en place des traitements rigoureux pour comparer
les résultats obtenus. Les cas répertoriés dans la littérature ne donnent que peu
d’information sur l'efficacité des traitements médicaux, qui sont le plus souvent associés
entre eux ou bien combinés a une intervention chirurgicale, ce qui ne permet pas
d’établir quelle partie du traitement s’est finalement révélée effective. Au dela de
I'efficacité de la molécule, la distribution de celle-ci jusqu’aux 1ésions doit étre optimisée.
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Actuellement les lavages successifs et les administrations topiques ne permettent pas
toujours d’assurer un temps de pose adéquate en raison de la conformation spécifique
des poches et de la répartition particuliere des 1ésions qui se situent le plus souvent sur
leur plafond. De plus, récemment des résistances aux antifongiques ont été décrites
mettant en cause 'utilisation massive des azoles dans l'agriculture (229). Il est donc
primordial d’accentuer les recherches sur les traitements envisageables afin de les
utiliser au mieux et de réduire la progression de la résistance des agents pathogénes.

Finalement, Il existe une réelle marge de progression dans la prise en
charge de la mycose des poches gutturales. Le peu de données sur 'efficacité
des traitements topiques et le fait que le traitement mis en place reléve le
plus souvent de la gestion des complications qu’elle génére en font une
bonne candidate pour la création d'un modéle tridimensionnel.
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CONCLUSION

Le poumon est un organe fragile et complexe composé d'une multitude de types
cellulaires et dont les atteintes sont souvent responsables de lésions irréversibles qui mettent en
jeu Fintégrité de Yorganisme, Avec le développement de Y'ingénierie tissulaire des modeles de
tissu pulmonaire sont apparus. Des cellules de I'épithélium des différents étages du poumon
issues de cellules souches ont pu éire obtenues sur des supports en deux dimensions puis en
trois dimensions. Actuellement, les supports sous forme de matrice extracellulaire de poumons
entiers décellularisés sont au ceeur de la recherche. L'utilisation d’un tel support permet de
maintenir l'architecture et le résean qui supporte la vascularisation de I'organe. Les protocoles
de décellularisation et de recellularisation sont désormais établis. Le défi consiste maintenant a
obtenir des modéles de poumons capables d’assurer la ventilation, la perfusion et les échanges
gazeux sur le long terme. En médecine humaine l'objectif final serait de parvenir & réaliser une
transplantation viable. En ce moment ces techniques sont utilisées pour modéliser des maladies
afin de mieux appréhender leur pathogénie et ainsi améliorer leur prise en charge. Ce travail
avait alors pour objectif de souligner les perspectives qu'offrirait le développement de tels
modeles en médecine vétérinaire au travers de quatre exemples de pathologie de Pappareil
respiratoire rencontrée chez les mammiféres domestiques.
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RESUME :

Le développement de I’ingénierie tissulaire a permis de passer de simples cultures cellulaires en deux
dimensions a des cultures tridimensionnelles qui permettent de recréer 1’organisation architecturale
d’organes entiers. Le poumon fait partie des organes pour lesquels ces modeles sont en plein essor.

Dans ce travail sont présentées les étapes d’élaboration de modele de poumon in vitro. Puis quatre
exemples de maladie de 1’appareil respiratoire de mammiféres domestiques sont exposés (la bronchite
asthmatique du chat, I’inflammation chronique des petites voies respiratoires chez le cheval, la fibrose
pulmonaire idiopathique du West Highland white terrier et la mycose des poches gutturales chez le
cheval) afin de souligner I’intérét du développement de modeles tridimensionnels de ces maladies
pour améliorer leur prise en charge.
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