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1. Introduction

| : La BronchoPneumopathie Chronique Obstructive
1. LaBPCO
1.1 Définition, diagnostic & limites

La définition de la BronchoPneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) en 2020 reste
fonctionnelle -bien que controversée- se définit par un trouble ventilatoire obstructif persistant non
réversible (Volume Expiratoire Maximale & la premiere Seconde/Capacité Vitale Forcée - ou
VEMS/CVF - mesurés < 0,7). Le contexte clinique, notamment la présence d’une exposition
environnementale (tabac, combustion de biomasse) sont des ¢léments majeurs de I’anamnése afin

d’évoquer le diagnostic.
GOLD 2019 :

« Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is acommon, preventable and treatable disease
that is characterized by persistent respiratory symptoms and airflow limitation that is due to airway
and/or alveolar abnormalities usually caused by significant exposure to noxious particles or gases.
The main risk factor for COPD is tobacco smoking but other environmental exposures such as
biomass fuel exposure and air pollution may contribute. Besides exposures, host factors predispose
individuals to develop COPD. These include genetic abnormalities, abnormal lung development
and accelerated aging. »

Les origines pédiatriques et le concept de vieillissement accéléré sont évoqués comme mécanismes

impliqués de la maladie.

Les travaux de plusieurs équipes ont montré que la BPCO était une bronchiolite chronique, dont
le siége initial serait les voies aériennes distales 1. Ce compartiment anatomique est difficile a
explorer, lui valant la dénomination de « zone silencieuse » du poumon. La mesure du VEMS ne
peut pas renseigner sur 1’atteinte de cette région anatomique. Le paragraphe « les voies aériennes
distales dans la BPCO » permet d’appréhender les limites d’une telle définition qui est
probablement imparfaite. En effet, I’exploration de la fonction respiratoire par un test évaluant les
volumes ventilatoires proximaux ne permet pas d’évaluer le compartiment ou les anomalies

naissent : les voies aériennes distales.



Cette définition fonctionnelle sous-estime trés probablement le nombre de fumeurs atteints d’une
phase « précoce » de la BPCO, c¢’est-a-dire une atteinte des VADS, non diagnostiquée par les tests

fonctionnels respiratoires de routine 2.

De récentes publications soulévent a juste titre la faiblesse d’une telle définition en proposant de
stratifier la probabilité du diagnostic de BPCO selon d’autres outils : les symptdmes, le phénotype
morphologique par TDM thoracique. Les auteurs proposent une nouvelle classification «
COPDgene 2019 » selon laquelle le diagnostic de BPCO est exclu, possible probable ou certain
(Figurel & Tableau 1)3. Le diagnostic de BPCO devient alors possible chez un fumeur
symptomatique ou ayant des anomalies morphologiques (épaississement bronchique, emphyséme

ou piégeage expiratoire), en I’absence d’anomalie fonctionnelle.

Les auteurs proposent une définition de la BPCO intégrant différentes données telle que la notion
d’une exposition, les symptomes, la spirométriques et le phénotype morphologique. Il s’agissait
d’une cohorte longitudinale (COPDGene) avec un suivi de 5 ans de patients a risque, ¢’est-a-dire
des fumeurs (>10 PA). L'hypothese formulée est que les données spirométriques sont insuffisantes
pour établir le diagnostic d’une bronchopathie « BPCO » et pour apprécier la morbidité liée au
tabagisme. L’objectif de I’étude est la mise au point d’un outil afin de classifier et identifier les

personnes ayant un risque plus élevé de progression de la maladie et de mortalité

Exposure

Spirometry

Figure 1 : Variables selon lesquelles [’algorithme de prédiction du
diagnostic de BPCO, d’apres Lowe, COPDgene



Exposition | Symptdmes respiratoires | Anomalies TDM thorax | Anomalies fonctionnelles | Diagnostic de
BPCO

X Non

X X

X X Possible

X X

X X X

X X X Probable

X X X

X X X X Certain

Tableau 1 : Classification de la probabilité du diagnostic de BPCO, COPDgene 2019.

1.2 Epidémiologie & facteurs de risque

Epidémiologie

La BPCO est un probléme majeur de santé publique, dont la prévalence est probablement sous-
estimée dans les études €épidémiologiques, d’une part 1) par 1’absence de consensus pour la
définition de la BPCO, GOLD (VEMS/CVF <0,7) ou limite inférieure de la normale (LLN), ii)
une définition ne prenant en compte uniquement les données spirométriques et excluant les
données cliniques et morphologiques, iii) un diagnostic reposant sur des données déclaratives.

A I’échelle mondiale, la BPCO représente la premiére maladie respiratoire responsable du DALY
(disability-adjusted life years) : c’est une mesure des années de vie en parfaite santé qui ont été
perdues. Elle est la somme des années de vie perdues par mortalité prématurée et des années de
vie en bonne santé perdues en raison d’une incapacité. Les données épidémiologiques évaluant le
poids du fardeau épidémiologique des pathologies intitulées « Global Burden” » actualisée dans
le journal du Lancet en 2020, estimait qu’en 2017, plus de 4 millions de personnes dans le monde
sont mortes de BPCO contre 3 millions en 2015, la plagant comme la 3°™ cause de mortalité &
I’échelle mondiale. Il s’agit d’une augmentation de la mortalit¢ de 20% en comparaison a 1990
(Figure 2) * . L’augmentation est en partie expliquée par la croissance démographique mondiale,
le vieillissement de la population et I’augmentation de la prévalence de la BPCO chez les femmes.
En France, une récente étude épidémiologique a modélisé I’évolution de la prévalence de la BPCO

pour estimer la prévalence de la BPCO d'ici 2025 en se basant sur les données de 2005 °. La
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modeélisation prédit une augmentation constante de la prévalence brute de la BPCO chez les sujets
agés de > 45 ans de 2005 (estimation de la prévalence : 84,51 %o) a 2025 (prévalence projetée :
95,76 %o, + 0,56 %o / an), une augmentation multipliée par 4 de la strate de patients BPCO de
séverité GOLD 3-4, une augmentation relative de 23% chez les femmes et une augmentation

relative de 21% chez les sujets > 75 ans.

Global

Both sexes, All ages, Deaths per 100,000

1990 rank

2017 rank

|1 Cardiovascular diseases

|——————]1 Cardiovascular diseases

|2 Neoplasms

}-—{ 2 Neoplasms

| 3 Respiratory infections & TB

| 3 Chronic respiratory

|4 Chronic respiratory

Bt {4 Respiratory infections & TB

[5 Maternal & neonatal

5 Neurological disorders

I6 Enteric infections

6 Diabetes & CKD

| 7 Other infectious

7 Digestive diseases

|8 Unintentional inj

ki { 8 Maternal & neonatal

|9 Digestive diseases

R {9 Unintentional inj

| 10 Neurological disorders

| 10 Enteric infections

[11 Diabetes & CKD

11 Self-harm & violence

| 12 Transport injuries

12 Transport injuries

| 13 Self-harm & violence

| 14 Other non-communicable

}»/ W 13 Other non-communicable
\
A 14 HIV/AIDS & STIs

[15 NTDs & malaria

\1 15 Other infectious

[16 Nutritional deficiencies

Bt | 16 NTDs & malaria

[17 HIV/AIDS & STIs

l 18 Substance use

S 17 Substance use
S | 18 Nutritional deficiencies

|19 Musculoskeletal disorders

}—{ 19 Musculoskeletal disorders

[20 Skin diseases

}-—{20 Skin diseases

I 21 Mental disorders

}—{ 21 Mental disorders

Figure 2 : Fardeau épidémiologique de la BPCO : 3°™ rang). D aprés Soriano & al. Lancet

Respir Med 2020.
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Facteurs de risque

Dans les pays a fort revenu, le tabagisme actif et passif © représente le facteur de risque majeur de
la BPCO (70%).

D’autres toxiques tels que le cannabis’, le narguilhé, 1’héroine® ont été décrits comme étant des
facteurs de risque indépendants du tabac de développer une BPCO .

Une étude récente menée en Angleterre a examiné les associations entre les expositions
environnementales et la prévalence de la BPCO dans un échantillon de 100 000 habitants. La
prévalence de la BPCO était évaluée a 5,6%. L’urbanisation et I’exposition a la pollution
(augmentation du risque de 1,2 fois par tranche de 10pg/m? de particules PM2.5) étaient associées
a une probabilité plus élevée de développer une BPCO®.

Dans les pays a faibles revenus, ce sont les pollutions domestiques et industrielles qui représentent
les principaux facteurs de risque telles que la combustion du bois dans les foyers, la pollution
atmosphérique, la combustion de biomasse.

Par ailleurs, le faible statut socio-économique a souvent été décrit comme étant associée a un risque
accru de déces prématuré, défini comme un déces survenant avant 75 ans dans un pays développé.
Une étude récente a étudie le lien entre inégalités sociales et mortalité prématurée en Angleterre.
35% des déces prématurés étaient imputables a l'inégalité socio-économique. Les pathologies
imputables aux déceés étaient les cardiopathies ischémiques, les néoplasies pulmonaires et la
BPCO. Les inégalités étaient plus importantes chez les hommes dans la petite enfance et au

décours de la 4°™ décade de viel®.



2. Un acteur clé de la BPCO : I’épithélium des voies aériennes distales

2.1 Les voies aériennes distales

Les bronchopathies chroniques telles que I’asthme, la BPCO ou la mucoviscidose sont
caractérisées par une atteinte précoce des voies aériennes distales (VADs), responsable d’une
bronchiolite chronique. Les particules inhalées de > 2 um n'atteignent que les voies aériennes
proximales de grand et moyen diamétre, tandis ce que les particules extra-fines (<2 pm)
s’impactent préférentiellement dans les VADs. A 1’état physiologique, les VADs participent peu
aux résistances, moins de 10% des résistances totales, et le flux d’air s’écoule de facon laminaire.
De ce fait, une minime obstruction des bronchioles est responsable d’une augmentation importante
des résistances. Il a été démontré que ce compartiment participe de fagon majeure a 1’augmentation
des résistances des voies aériennes totales au décours de la BPCO et de 1’asthme par rapport aux

sujets sains®t.

Anatomiquement, les VADs incluent les voies aériennes de conduction de la huitieme division
(habituellement identifiées sur les coupes histologiques sous la forme de bronchioles non
cartilagineuses de diamétre inférieur a 2mm) aux alvéoles pulmonaires. La bronchiole comprend
la bronchiole terminale, ayant un rdle de conduction, et la bronchiole respiratoire qui communique
directement avec les canaux alvéolaires. Le passage entre bronchiole terminale et respiratoire
constitue une zone de transition entre la partie conductrice et la partie respiratoire de 1’arbre

bronchique.

Les travaux de 1’équipe de J.Hogg ont remis en question la relation entre 1'obstruction des petites
voies respiratoires et la destruction emphysémateuse au cours de la BPCO, suggérant que la perte
des bronchioles terminales précédait le début de la destruction emphysémateuse'?, et que cette
perte structurale est proportionnelle a la sévérité de la BPCO (score GOLD)(Figure 3). Koo & al.
ont montré que 90% des bronchioles terminales étaient oblitérées chez les patients BPCO de stade
IV23, Les auteurs ont également rapporté une réduction du nombre de bronchioles terminales et ce,

en l'absence d'emphyséme. Il existe une réduction significative des VADs méme dans les formes



Iégeres a modérées de BPCO, a savoir une réduction de pres 30% et 50% dans les stades GOLD |

et 11 respectivement.
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Figure 3 : Nombre de VADs mesurant de 2,0 a 2,5 mm de diamétre par paire de poumon (mesure
par micro-CT) n= 78 patients BPCO. Par rapport au groupe témoin, on note une réduction de
nombre de bronchioles, qui se majore avec la sévérité de la maladie (stratification GOLD)
22029978.

Les mécanismes par lesquels survient une raréfaction des bronchioles au décours de la BPCO n’est
pas claire. Il existe deux hypothéses concernant I’origine de la disparition des VADs. Selon la
premicre théorie, les bronchioles s’oblitérerent et se détruisent secondairement au remodelage a
I’inflammation (destruction anatomique progressive : destruction de la paroi bronchiolaire,
affaissement, oblitération) 4. Cette théorie est alimentée par des données au scanner qui décrivent
des voies respiratoires proximales possédant des bronches « filles » qui disparaissent, avec des
lumiéres plus petites et des parois plus minces par rapport aux voies aériennes parentales soulevant
la possibilité que les voies aériennes puissent rétrécir et subir une distorsion supplémentaire en
cours de route a la disparition (Figure 4). Les limites de cette hypothese sont étayées par des
publications récentes utilisant les progrés de 1’imagerie médicale (micro-CT-scanner) et la

reconstruction 3D des voies aériennes distales.
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Figure 4 : lllustration de la premiére hypothese de la disparition des VADs
dans la BPCO. Selon les auteurs, cette disparition serait le reflet d 'une
destruction et d’un remodelage progressifs (continuum) qui aboutit a une
distorsion, une oblitération de la lumiére puis la disparition de la bronchiole.
Cette hypothese sous-tend que ces anomalies sont acquises avec le temps et
seraient proportionnelles a la séverité de la maladie. D ‘aprés Diaz & al., 2018
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En effet, il s’avére que les patients BPCO non sévéres ayant une forme débutante de la maladie
ont déja 20% de bronchioles manquantes par rapport a des fumeurs sains ou des sujets contréles

non-fumeurs, indépendamment de la sévérité de I’emphyséme

La deuxiéme hypothése pouvant expliquer ces lésions bronchiolaires serait celle de 1’origine
développementale, selon laquelle ces bronchioles n’auraient jamais été¢ formées ou qu’elles aient
toujours étaient « plus petites » ou anormales, prédisposant les individus a développer une maladie
bronchique a 1’4ge adulte 4. Ce développement pathologique de ’arbre aérien distal impliquerait
un défaut de branching, de différenciation de I’axe proximo-distal en rapport avec une atteinte des
progéniteurs épithéliaux bronchiques bipotents SOX2/SOX9. On peut tout a fait imaginer que ce
défaut de branching soit en partie en lien avec une prédisposition génétique. Une étude parue en
2018 ° montre que les deux types de variations anatomiques des voies aériennes les plus
fréquemment retrouvées par TDM sont associés a la BPCO et qu’il existe a chaque fois une forte
agrégation familiale. La premiere variation anatomique la plus courante des voies aériennes
retrouvée dans deux cohortes indépendantes (n =5 054) et associée a la BPCO est une plus grande
densité de bifurcation des voies aériennes. La deuxiéme variation anatomique la plus fréquente est
également associée a la BPCO chez les fumeurs, et en rapport avec un rétrécissement de la lumiere
des voies aériennes dans tous les lobes. Ces variations anatomiques sont associées a des
polymorphismes génétiques du gene codant pour la protéine FGF-10, acteur important dans le

branching au cours du développement pulmonaire.
2.2 Les modifications structurales des voies aériennes distales

Les remaniements structuraux des VADs au cours de la BPCO affectent 1’intégralité¢ des

compartiments anatomiques de la bronchiole : I’épithélium, la membrane basale, le muscle lisse
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bronchique, la matrice extra cellulaire et les cellules du mésenchyme. Les modifications
structurales des bronchioles comportent un épaississement de la paroi bronchiolaire associée a une
fibrose péribronchiolaire’®, une obstruction de la lumiére bronchiolaire par des bouchons de
mucus. Les alvéoles pulmonaires sont également le siége d’une destruction anatomique,
I’emphyseme. Les anomalies vont ensuite atteindre de proche en proche les troncs bronchiques de

plus grand diamétre jusqu’aux voies aériennes proximales.

L’¢épithélium bronchiolaire est morphologiquement anormal et épaissi. Il est le siege d’une
hyperplasie de cellules basales, d’une métaplasie malpighienne, et d’une hyperplasie des cellules
amucus (Figure 5). L’obstruction bronchique peut étre en partie expliquée par deux remaniements
structuraux majeurs : la fibrose péribronchiolaire et les bouchons de mucus intraluminaux
(Figure 6).

Cette fibrose se caractérise par une accumulation de matrice extra-cellulaire aberrante (ECM) qui
va participer a l'augmentation de I'épaisseur totale des voies aériennes. L'origine cellulaire de la
fibrose n'est pas élucidée. Une augmentation de la synthese de facteurs de croissance
profibrotiques dont le connective tissue growth factor (CTGF), le platelet-derived growth factor
(PDGF) et le transforming growth factor (TGF)-B1 a été identifiée dans des modeles murins de
BPCO.

Figure 5 A) Métaplasie de cellules caliciformes (MM), ; B)
Fibrose péribronchiolaire, d’aprés Kim 2008.

L’obstruction des bronchioles des patients BPCO par des bouchons a mucus a été initialement
identifiée sur des études autopsiques dés 1989 et confirmée par les travaux de Hogg . Ses travaux
montrent également que la présence de bouchon de mucus dans les bronchioles augmente avec la
sévérité de 1’obstruction bronchique. Une étude portant sur les pieces opératoires de patients en
stades GOLD Il et IV indique que la présence de bouchons de mucus dans les bronchioles est un
facteur prédictif de mortalité 118,
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La composition de ces bouchons de mucus reste mal connue. Une étude publiée en 2017 dans le
New England Journal of Medicine!® a analysée la composition du mucus présent dans les voies
aériennes de patients sains, BPCO et asthmatiques. Il en ressort que MUC5B était la mucine
sécrétée dominante chez les participants témoins. Les concentrations absolues de MUC5B et de
MUC5AC des patients BPCO séveres étaient 3 fois et 10 fois plus élevées, respectivement, que

chez les témoins non-fumeurs.
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Figure 6 : Immunohistochimie. Coupe d’une bronchiole d’un
sujet sain et d 'un sujet BPCO. Coloration des mucines au Bleu
Alcian. Notez la présence de bouchons muqueux obstruant la
lumiere bronchique. D apres Chen G & al. 2014.

2.3 L’épithélium bronchique a [’échelle de la cellule

L’ensemble des sous types cellulaires épithéliaux sont affectés au cours de la BPCO, en termes de
proportion ou de fonction. Le tableau 2 récapitule les modifications histologiques et cellulaires au
cours de la BPCO.

Les cellules basales reposent sur la membrane basale et assurent la cohésion de 1’épithélium
respiratoire via des complexes protéiques hautement spécialisés de type desmosomes (cellule-
cellule) et hémidesmosomes (membrane basale-cellule). Elles sont considérées comme des
cellules progénitrices de I’épithélium respiratoire capables de proliférer et de se différencier pour
reconstituer un épithélium différencié?. On les retrouve au niveau de I'épithélium pseudostratifié

proximal des voies aériennes jusqu’aux bronchioles respiratoires.

Les cellules @ mucus sont des cellules secrétrices, responsables de la production de mucines,
glycoprotéines de haut poids moléculaire 2. Les mucines sont les principaux composants du
mucus. L’ontogénie des cellules a mucus est complexe et notamment sous le controle du facteur
de transcription SPDEF ?2. En plus de leurs propriétés rhéologiques et de leur réle dans la clairance

d’agents exogénes inhalés, les mucines jouent un role dans I’immunité innée décrit récemment 23,
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Les cellules Club présentant un déme apical en microscopie électronique qui leur doit leur nom
Club (en dome). Les cellules du club représentent la cellule sécrétoire majeure de 1’épithélium
adulte des voies aériennes distales chez I'nomme, soit environ 20% des cellules. Elles ont une
fonction de sécrétion comme en témoignent leurs nombreux granules cytoplasmiques. Elles sont
impliquées dans la synthese et la sécrétion de CCSP ( Club Cell Secretory Protein), encore appelée
Club Cell (CC)- 10, CC16 ou Secretoglobin (SCGB) 1A1 %, Elles ont également un réle de cellule
xenobiotique et et participe a I’immunité innée. Enfin, les cellules Club posséderaient un réle de
cellules progénitrices accessoire avec une spécificité régionale au sein de 1’épithélium
bronchiolaire. Une étude publiée en 2018 ont explorées I’ontogénie des cellules Club %,

Les cellules multiciliées sont les cellules épithéliales les plus représentées a 1’état physiologique,
avec un ratio 1:5 cellule ciliée/cellule @ mucus . Elles possédent la caractéristique d’étre
multiciliée. Le couplage cil-mucus est fondamentale dans la clairance des agents exogenes
environnementaux. Il était communément admis, sur 1’extrapolation des données observées chez
la souris, que I’origine des cellules ciliées pouvaient provenir des cellules progénitrices basales ou
Club. De récentes études montrent que les cellules multiciliées dérivent de stade de différenciation

intermédiaire appelées cellules deutérosomales ou hybrides.

Les cellules neuro endocrines

Les cellules neuroendocrines ont une morphologie pyramidale. On les retrouve de fagon isolée,
soit regroupées sous forme d’ilots appelés corps neuro-épithéliaux (NEB) ?’. Elles sont innervées
et ont des fonctions de paracrinie, d’autocrinie, et de sécrétion dont les produits sont dirigés vers
les cellules adjacentes ou des structures sous-jacentes a la membrane basale et correspondent a des
amines bioactives et des peptides, dont la sérotonine, la calcitonine, la bombésine ou encore la
calcitonine gene-related peptide (CGRP). Des roles de chémosenseur, en particulier a I’hypoxie,

et de cellule niche de cellules progénitrices (cellule Club) sont évoqués 2.

Les cellules recemment découvertes
L’avénement du séquengage haut débit du transcriptome ou RNAseq permet de capturer le produit
de I'expression des génes & un moment donné dans un tissu spécifique 2°. Ces nouvelles techniques

30 31 gy tumoral, contribuant au

ont permis une caractérisation sans précédent de tissus sains
concept d hétérogénéité intra-tumorale 32. Les concepts d’engagement cellulaire et de dynamique
de différenciation selon une « pyramide », usuellement décrits comme une séquence d’activations
et/ou d’inhibitions de facteurs de transcription commencent a €tre remise en question. La

caractérisation des cellules pulmonaires (épithéliales et non épithéliales) s’est améliorée et a
14



permis la découverte de nouveaux types et de nouveaux états transitionnels de cellule au cours de
la différenciation.

Les ionocytes et les tuft cells

Ces deux populations ont été décrites en 201823 chez la souris et ’homme et correspondent a de
nouveaux sous types cellulaires dont I’ontogénie dériverait d’un sous type de cellules basale, tout
comme les cellules neuroendocrines . Les ionocytes représentent une sous population rare qui
surexpriment fortement le canal ionique CFTR et pourraient jouer un réle singulier au cours de la
mucoviscidose. Le réle des cellules tuft (ou en brosse) reste a ce jour non élucidé dans les voies
aériennes depuis leur découverte. Elles doivent leur nom a la présence de nombreuses
microvillosités a leur p6le apical (entre 120 a 140/cellule) et sont largement répandues et décrites
dans I’épithélium intestinal. Dans 1’épithélium respiratoire, elles sont rares (1/15 pneumocytes | et

1/20 pneumocytes I1) et sont principalement retrouvées dans la région alvéolaire.
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Tableau 2 : Ensemble des modifications a l’échelle cellulaire et histologique au cours de la

BPCO.
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3. BPCO : Physiopathologie et nouveaux concepts
3.1 Physiopathologie de la BPCO : les hypotheses actuelles

L’hypothése historique de inflammation

L’inflammation des voies aériennes est systématiquement retrouvée au cours de la BPCO dans les
voies aériennes proximales et les VADs *. L’étude anatomopathologique de Hogg et al. indique
que le pourcentage de bronchioles contenant des polynucléaires neutrophiles, des macrophages,
des lymphocytes T CD4+et CD8+, des lymphocytes B, ainsi que des follicules lymphoides
augmente avec la sévérité de I’obstruction bronchique *.

L’¢épithélium est également capable de produire des cytokines et des facteurs trophiques pro
inflammatoires tels que le TNF-a, IL-1b, IL-6, GM-CSF, et I’IL-8 et le TGFb % et de ce fait,
recruter des cellules inflammatoires.

L’inflammation dans les voies aériennes des patients BPCO est trés hétérogéne. Initialement
décrite et caractérisée chez les patients asthmatiques, 1’inflammation de type « Th2
éosinophilique » et non Th2 est également décrite dans la BPCO. Cependant, contrairement a
I’asthme ou les thérapies biologiques anti Th2, en particulier ciblant les éosinophiles sont tres
prometteurs, les essais controles randomisés dans la BPCO de type « hyperéosinophilique » ne
sont pas convaincants.

L’inflammation non Th2 dans la BPCO est définie par une absence de sensibilité a la
corticothérapie.

Les cellules épithéliales sont activées par la fumée de cigarette et produisent des médiateurs
inflammatoires, notamment I1L-8 TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-17 GM-CSF*%', Ces médiateurs sont
chémo attractants pour les neutrophiles, cellules prédominantes dans I'inflammation Th1. Ils sont
capables de libérer plusieurs protéases, supposées étre impliquées dans les Iésions structurales
bronchiques et de I’emphyséme. L'immunité non Th2 implique également les lymphocytes CD4+
Th17 (Th17).

L’inflammation de type Th2 se caractérise par la présence d’un acteur cellulaire clé:
I’éosinophile, responsable du profil majoritairement cortico sensible. La définition d’une « BPCO
hyperéosinophilique » n’est pas consensuelle et d’aprés les derniéres méta-analyses correspondrait

a un taux circulant > 250/mm?3, plutdt qu’un pourcentage.
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L'IL-5 joue un réle clé dans l'inflammation a éosinophiles en favorisant la différenciation, la
survie et leur activation. Une inflammation éosinophile peut également se produire via I'activation
de cellules dites cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2) capables de produire de I'lL-5 et de
I'IL-13 en réponse a des « alarmines » dérivées de I'épithélium telles que I'lL-33, I'IL-25 et la
lymphopoiétine stromale thymique (TSLP).

Les cellules lymphoides innées (ILC) sont une famille de cellules immunitaires innées dépourvues
de récepteurs antigéniques spécifiques mais qui produisent une large gamme de cytokines. Il existe
trois sous-types (ILC1, 2 et 3). Chez les patients atteints de BPCO sévére, une étude a montré une
d'ILC2% dans les voies aériennes distales. L'expression de I'lL-33 est par ailleurs augmentée dans

les cellules basales chez les patients atteints de BPCO®.

L’hypothése de ’auto-immunité

L’hypothése auto immune a été suspectée dans la BPCO lorsque des études histologiques du tissu
pulmonaire humain ont révélé la présence de lymphocytes T CD8 + dans les biopsies aériennes
distales et proximales®. A ce jour, les données actuelles ne permettent pas de considérer de fagon
certaine la BPCO comme étant une maladie auto-immune #!. Cependant, des traits d’auto-
immunité sont également retrouvées dans la BPCO et I’emphyséme #2. la présence de lymphocytes
T dans les voies aériennes, une exposition environnementale (tabac, impliqué également dans la
polyarthrite rhumatoide); un profil de cytokines évocateur d’une rupture de tolérance (profil
I’interleukine-1 ou le facteur TNF alpha), des GWAS rapportant des polymorphismes sur des
candidats HLA **. Par ailleurs, la présence de follicules tertiaires au sein des bronchioles plaide en
faveur de cette hypothése. Les lymphocytes B s’organisent en structures lymphoides tertiaires dans
les bronchioles, retrouvées dans d’autres maladies auto immunes (polyarthrite rhumatoide),
appelées iBALT pour inducible Bronchial Associated Lymphoid Tissue et pourraient étre

impliqués dans I’auto-immunité dans les voies aériennes distales (Figure 7).

Figure 7 : Infiltration pariétale d’'une bronchiole d’un patient BPCO (B) par des lymphocytes T
CDB8+ cytotoxiques, absent chez un patient sain (A). Follicule tertiaire iBALT dans une
bronchiole d’un patient BPCO composé d’un infiltrat de Lymphocyte T en périphérie (C) et de
lymphocytes B CD20+ au centre (D). Notez la présence d'un pigment noir en lien avec
I’anthracose (exposition au tabac dans le contexte) en périphérie du follicule (fleche).
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75% de ces follicules contiennent des lymphocytes B mémoire présentant une prolifération
oligoclonale, antigene spécifique, sans pouvoir mette en évidence des peptides bactériens ou
viraux 3. De fagon intéressante, un dépdt de pigment noir lié au tabac était retrouvé dans les

follicules. L’un des composants du tabac pourrait étre a I’origine de la stimulation des iBALT #4.

L’hypothése de la sénescence

Il n’existe pas a ce jour de définition précise de la sénescence mais repose sur un faisceau
d’arguments biologiques. La sénescence cellulaire se traduit par un arrét du cycle cellulaire entre
les phases G1 et S, aboutissant & un arrét permanent de la prolifération. *° %6, Cette description est
rapportée pour la premiere fois en 1961 par 1’équipe d’Hayflick, ou ce dernier découvre que le
nombre de division des fibroblastes embryonnaires humains est limité 7 et la prolifération ralentit
jusqu’a un arrét complet.

Cet arrét du cycle cellulaire n’est pas synonyme de quiescence. En effet, ces cellules se
caractérisent par un métabolisme métabolique singulier “® avec entre autre la sécrétion de cytokines
et interleukines du SASP (Senescence Associated Secretome Proteins) %° %°. Ce profil est
relativement conservé d’un type cellulaire a ’autre et entre les espéces °L.

Deux types de sénescence sont classiquement décrits : la sénescence réplicative en réponse a un
raccourcissement des télomeres et la sénescence prématurée secondaire a un stress oxydatif (ou
autre stress par UV, hyperoxie, stimulation oncogénique) °2.

Une récente étude de séquencage haut débit (RNAseq) a montré qu’il existe un haut degré de
similitude dans les voies de signalisation dans les poumons de patients avec emphyséme et FPI
impliquant des acteurs de la sénescence 3 **. 11 existe une augmentation de 1’expression de p53
dans le poumon des fumeurs par rapport aux non-fumeurs. Cependant, I’arrét du tabac ne réverse
pas cette de p53 chez les patients atteints de BPCO °° suggérant une autonomisation de la maladie.
Chez ’homme, des données de la littérature montrent I’existence de marqueurs de sénescence
cellulaire (raccourcissement des télomeéres, induction de I’expression de la protéine p53) au niveau
de leucocytes circulants chez des sujets fumeurs par rapport a des non-fumeurs ¢ >, Par ailleurs,
I’exposition in vitro de cellules épithéliales alvéolaires murins et de fibroblastes humains a la

fumée de cigarette induit une sénescence accélérée; *® partiellement inhibée par des antioxydants
59
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3.2 La BPCO : une maladie du développement pulmonaire ?

L’étude de Lange et al. constitue un vrai changement de paradigme quant a la physiopathologie de
la BPCO et met en exergue les racines pédiatriques de la maladie chez les patients développant
une BPCO a I’age adulte avec une fonction respiratoire altérée initiale mais sans déclin accéléré.
Cette trajectoire de patients BPCO sans déclin accéléré a été décrite par d’autres équipes de fagcon
récente, entre autres dans la cohorte ECLIPSE®. L’¢étude montre qu’il s’agit de plus de 50% des
patients BPCO. Elle remet en question la théorie de Fletcher publiée en 1977 ou le déclin était

décrit comme la seule trajectoire pouvant mener & la BPCO (Figure 8).

A Trajectory 1: FEV, =80% at Baseline and No COPD B Trajectory 2: FEV, <80% at Baseline and No COPD
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Figure 8 : Trajectoires fonctionnelles conduisant a la survenue
d’une BPCO.

Latrajectoire « BPCO séveére a début précoce » (< 55ans dans 1’étude) montre que cette population
est principalement de femmes (66%), dont le tabagisme cumulé est important et non sevré, un
antécédent d’asthme dans I’enfance. Le tabagisme et la BPCO maternels ont éte retrouvés de fagon

significativement plus fréquente chez les sujets atteints de BPCO précoce®’.

Par ailleurs, les patients appartenant a cette trajectoire n’atteignent pas pour la majorité d’entre
eux, « le plateau » de fonction maximale lors de la 2°™ décade de vie. Le déterminant majeur de
I’acquisition d’une fonction respiratoire maximale a I’age adulte est conditionné par le

développement pulmonaire dans 1’enfance. Il est établi que le niveau maximal de la fonction
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pulmonaire atteint apres la puberté est un déterminant majeur du risque de développer une BPCO

plus tard dans la vie®? ¢,

L'étude Tucson a été la premiére cohorte longitudinale pédiatrique monitorant la fonction
respiratoire de la naissance jusqu’a 24 ans. L’étude montre que la fonction respiratoire post natale
dés 2 mois de vie prédit la fonction a I’age adulte. Les nourrissons ayant la fonction respiratoire la
plus basse (4°™ quartile) restaient dans ce couloir jusqu’a I’age adulte®. L’étude de Belgrave et
al. montre qu’en grandissant, la majorité des enfants ayant un VEMS initialement bas retrouvait
une EFR normale en grandissant (75%). Les enfants qui gardaient a I’age adulte un trouble
ventilatoire obstructif de fagon persistante avaient des facteurs de risques précoces en rapport avec
variants génétiques et des éveénements précoces tels qu’un asthme sévére dans 1’enfance,
I’apparition précoce d’un terrain atopique, ou encore le tabagisme passif au cours de la petite
enfance®. Enfin la cohorte TAHS est une étude longitudinale étudiant les trajectoires de la fonction
pulmonaire de patients & partir de 7 ans jusqu’a la 5°™ décade de vie. 75% des personnes atteintes
de BPCO a I’age adulte avaient des facteurs de risque modifiables dans la petite enfance et
I’enfance : tabagisme passif ou actif, asthme difficile & contréler dans 1’enfance®®. De méme, la
cohorte longitudinale européenne European Community Respiratory Health Survey (ECRHS)
retrouvait 1’asthme des parents, de 1’enfant et les infections respiratoires dans la petite enfance (<
Sans), I’exposition au tabagisme in utero comme des facteurs de risque cumulatifs de BPCO a

I’age adulte®”.

Ces résultats indiquent ainsi des influences génétiques et du développement pulmonaire in utero

comme des facteurs contributifs majeurs du plateau de la fonction pulmonaire maximale.

La morphogenése pulmonaire est un processus hautement régulé qui peut étre perturbé par des
facteurs génétiques et environnementaux in utero. Parmi les évenements pouvant interférer avec
le développement pulmonaire, on décrit :
- Le tabagisme passif de 1’enfant, mais plus particulierement, 1’exposition au tabagisme in
utéro®® 8 (réduction environ de 20% du VEMS dans 1’enfance) et durant 1’adolescence,
- La prématurité et ses complications : la détresse respiratoire aigie a la naissance, la

ventilation (I’hyperoxie, les 1ésions induites), le Retard de Croissance In Utero (RCIU)"®

- Les infections broncho-pulmonaires dans 1’enfance, virales principalement’*
- Les facteurs génétiques, avec des variants ou mutations de génes pouvant conduire a une
susceptibilité accrue a développer une bronchopathie.
Par ailleurs, des études ont montré que 1’on peut hériter de 1’exposition environnementale de la
mere, voire de la grand- mere. Des études épigénétiques montrent qu’il existe une signature du

tabagisme générationnel dans le sang de cordon de I’enfant, avec des niveaux de méthylation
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différents sur des genes clés impliqués dans la détoxification et la transduction du signal des agents

toxiques’2.

Il : Les cellules souches pluripotentes humaines : un nouvel outil d’étude des maladies
respiratoires

1. Les cellules souches embryonnaires humaines hESC

1.1. Historique et contexte

Les premiéres cellules capables de donner naissance a tous les tissus d'un organisme ont été isolées
il y a plus d’une cinquantaine d’années, a partir de cancers de testicule de souris, appelés
tératocarcinomes 3. Le tératocarcinome est une tumeur composée d’un contingent de tissus
différenciés non tumoraux, et de carcinome embryonnaire indifférencié, par opposition au
tératome qui désigne des tumeurs bénignes composées exclusivement de tissus différenciés. C’est
en 1954 que Stevens & Little " décrivent des tératocarcinomes testiculaires spontanés chez des
souris males. Ils montraient alors que la persistance d’un contingent de cellules indifférenciées de
carcinome embryonnaire permet de transplanter de facon itérative le méme tératocarcinome a
différentes souris, suggérant la présence de cellules de cellules « souches » indifférenciées capable
de se différencier a chaque nouvelle transplantation. En 1964, Kleinsmith et Pierc ™ démontrent
qu’une seule des cellules du carcinome embryonnaire était capable de s’auto-renouveler et de se
différencier vers les trois feuillets embryonnaires. Cette découverte a ouvert le champ a la

recherche des cellules souches pluripotentes chez la souris et ’Homme.

1.2. Définition

La definition de la cellule souche repose sur deux critéres : capacité d’auto-renouvellement et de
de différenciation. La division d’une cellule souche génére deux cellules-filles dont au moins une
hérite de I’identité de cellule souche caractérisant la capacité d’auto-renouvellement. Si la seconde
cellule-fille est une cellule de transition, elle posséde une capacité prolifération limitée dans le

temps et sera a l'origine de cellules différenciées et permettra de générer des tissus spécialisés.
Les cellules souches peuvent étre classees selon leurs capacités de différenciation :

)] Les cellules souches pluripotentes, qui peuvent se différencier vers les trois feuillets

embryonnaires (ectoderme, endoderme et mésoderme) ainsi que les cellules germinales,

22



mais elles n’ont pas la capacité de produire un organisme entier . Les cellules souches
embryonnaires (CSE) font parties de cette catégorie (Figure 9).

i) Les cellules souches multipotentes, qui correspondent notamment aux « cellules souches
adultes », celles de I’enfant ou celles présentes chez le feetus. Ces cellules sont a 1’origine
de plusieurs types de cellules d’un tissu donné mais elles sont déja engagees vers une voie
de différenciation tissulaire comme par exemple les cellules souches hématopoiétiques 7,
les cellules souches mésenchymateuses (MSC) 7

iii) Les cellules unipotentes ne peuvent donner qu’un type cellulaire. Ce sont par exemple les
kératinocytes de la peau ou les hépatocytes et les cellules souches satellites des muscles

squelettiques .

. Multipotence
Totipotence Pluripotence k

< | \
> - ol
Ovocyte fécondé Morula Blastocyste Foetus Embryon Adulte
| . i |

®o® = >

RS D) © ® '

Cellules souches Cellules germinales Cellules souches Cellules souches

embryonnaires embryonnaires du cordon ombilical « adultes »

Figure 9 : Les différents types de cellule souche au cours du développement humain.

1.3. Origine et dérivation de cellules

1.3.1. Quelques rappels du développement embryonnaire humain précoce

Durant les premiers jours qui suivent la fécondation, le zygote subit une série de divisions appelée
la segmentation. Ces divisions, sans croissance cellulaire, partagent le zygote en cellules filles
appelées blastomeres. Aprés quatre jours, les blastomeres forment une structure ressemblant a une
petite mire, appelée morula. C’est également a ce stade que débute la ségrégation des blastoméres
en précurseurs de l'embryoblaste (masse cellulaire interne a l’origine de 1’embryon) et du

trophoblaste (a 1’origine des structures annexes). Apres le stade de morula, les blastoméres vont
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adhérer fortement entre eux : c’est la compaction (Figure 10). Celle-ci s’accompagne de
I’apparition d’une polarité de certains blastoméres aboutissant a la ségrégation de cellules au centre
de la morula (future masse cellulaire interne) et d'autres a I'extérieur de celle-ci (trophoblaste).
Puis une cavité apparait, appelée blastocéle. Les cellules de la masse cellulaire interne forment un
amas compact coll¢é a la paroi de la cavité tandis ce que les cellules du trophoblaste s’organisent

en périphérie. Ce stade correspond au blastocyste.

cavity

compacted 8-cell 16-cell 32-cell blastocyst

Figure 10 : Time-lapse du développement préimplantatoire de souris
Maitre JL & al. Nat Cell Biol. 2015
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1.3.2. Méthodes d’isolation et de dérivation des CSEh

Les cellules souches embryonnaires humaines (CSEh) sont dérivées in vitro a partir de
blastocystes, entre le 5¢me et le 7éme jour post fécondation, au stade préimplantatoire, ¢’est-a-dire
avant la nidation dans la paroi utérine. Ce sont les cellules de la masse cellulaire interne qui vont
étre isolées afin d’étre mise en culture et ainsi dériver les lignées de CSEh. Une fois isolée, ces
cellules sont mises en co-culture sur des cellules nourriciéres de type fibroblastique, mitotiquement
inactives, en présence d’un milieu contenant du sérum et des facteurs de croissance favorisant la
pluripotence. Au bout de quelques jours, une population de cellules commence a proliférer,
représentant les cellules souches embryonnaires. Ces cellules proliferent de maniére extensive en
culture, tout en conservant leur pluripotence et leur capacité de différenciation in vitro et in vivo

vers les trois feuillets embryonnaires.

1.4. Culture des cellules souches

Les CSEh en culture sont des cellules adhérentes, de petite taille, s’organisant en colonies simulant
un épithélium 8. Le maintien de ces lignées en culture est un défi car elles peuvent acquérir une
instabilité génomique au fur et a mesure des passages, en lien notamment avec la méthode de
repiquage, ou se différencier spontanément. Il est donc fondamental de maitriser les techniques de
repiquage, mais également le choix des matrices et des milieux de culture, tout en monitorant

’apparition d’instabilité génétique au cours de la culture.

15. Criteres d’évaluation de la pluripotence des CSEh

L’identification de marqueurs de surface et de marqueurs intracellulaires a permis de définir les
bases moléculaires de ’identité de ces cellules souches. Il est maintenant bien établi que les CSEh
expriment des marqueurs antigéniques de surface incluant les divers glycolipides et
glycoprotéines, historiquement identifiés sur les blastoméres humains (embryons
préimplantatoires) et les cellules de carcinome embryonnaire humaine tels que TRA-1-60 et TRA-
1-81 et SSEA3, SSEA4 8, Les cellules pluripotentes sont caractérisées par un réseau de facteurs
de transcription appelé « core regulatory circuitry» comportant OCT4 (Octamer-binding
Transcription factor 3/4), SOX2 (Sex determining region Y-box 2) et NANOG &2, permettant le

maintien d’auto-renouvellement et de la pluripotence (incluant NANOG et OCT4 eux-mémes) 82,
25



En plus de ces éléments de pluripotence, les CSEh indifférenciées doivent répondre aux
caractéristiques suivantes : i) division symétrique en culture (auto renouvellement), en théorie
illimitée in vitro, ii) capacité de différenciation vers les trois feuillets embryonnaires (endoderme,
ectoderme et mésoderme), de facon spontanée, dirigée in vitro ou in vivo par la formation de
tératome si elles sont injectées dans une souris SCID (Severe Combined Immunodeficiency) , iii)

garder leur intégrité génétique, actuellement évaluée par le caryotype.

2. Les cellules souches humaines pluripotentes induites

La génération de cellules ayant les mémes caracteéristiques de pluripotence et d'autorenouveélement
d'une CSEh et ne nécessitant pas par l'utilisation d'embryon permettrait a la communauté
scientifique de contourner la question éthique de la destruction de I’embryon humain pour la
recherche. La reprogrammation cellulaire a permis de convertir une cellule somatique différenciée
en une cellule souche pluripotente dite induite et donc de sortir les cellules souches pluripotentes
du domaine de la recherche sur I’embryon. Le processus de reprogrammation consiste en un
remodelage épigénétique visant a restaurer le « noyau » du réseau transcriptionnel présent dans

une cellule souche pluripotente.

2.1. Historique de la reprogrammation

2.1.1. Transfert nucléaire [somatic cell nuclear transfer (SCNT)]

Les premicres expériences de reprogrammation cellulaire ont été réalisées avec succes a 1’aide
d’ceufs et d’un batracien nord-américain (Rana pipiens) par Robert Briggs et Thomas King dans
les années 50, et reprogrammaient des cellules embryonnaires précoces, des blastoméres 8. Mais
les tentatives de transfert nucléaire a partir de cellules plus différenciées avaient été un échec. C’est
John Gurdon qui a réussi, en 1962, notamment grace a I’utilisation d’un autre modele de batracien
(Xenopus laevis), le transfert nucléaire d’une cellule différenciée 8*.Cette expérience de clonage
consistait en un transfert du noyau d’une cellule d’épithélium intestinal de tétard de Xénope dans
un ceuf énucléé de la méme espece, qui conduisit a la formation d’un embryon, évoluant en un
tétard puis une grenouille. A travers cette expérience, Gurdon démontra que toute I'information

nécessaire a la formation d'un embryon est présente méme dans des cellules adultes différenciees
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et que le cytoplasme de la cellule ceuf était capable de reprogrammer cette cellule. En effet, la
mémoire épigénétique du génome somatique a pu étre « effacée » et les cellules peuvent étre

ramenées a un état de pluripotence.

2.1.2. Fusion cellulaire et transdifférenciation

Lors de la fusion cellulaire, la cellule obtenue posséde deux noyaux appelée hétérocaryon (4n) qui
va en géneral se diviser et donner diploides (2n), portant I'information génétique des deux cellules
dont il est issu. Ces travaux ont été confirmés chez I’Homme en 1983 &°. En 2005, Cowan & al. 8¢
réalisaient la fusion de cellules somatiques avec des CSEh in vitro. L’analyse transcriptomique
montrait que le profil des cellules hybrides (post fusion) était similaire a celui d’une CSEh (> 99%
des transcrits analysés) et une extinction de la quasi-totalité des génes somatiques, suggérant une
reprogrammation efficiente. Le profil de méthylation des ilots CpG des cellules hybrides était
identique a celui des CSEh. Ces expériences de fusion cellulaire démontrent que la
reprogrammation est d’ordre transcriptionnelle et épigénétique et qu’il existe des éléments
présents dans le cytoplasme, rapidement mobilisables vers le noyau, et capable d’induire cette

reprogrammation de fagcon rapide et persistante.

La transdifférenciation est la conversion d’un type cellulaire vers un autre via I’induction de
I’expression d’un ou plusieurs facteurs de transcription. En 1987, la premicre transdifférenciation
cellulaire a permis de convertir une cellule spécialisée de type fibroblaste en un cardiomyocyte,
sans passer par le stade de cellule souche pluripotente & (Figure 11).

Somatic cell nuclear transfer (SCNT)

@  O—e

Somatic cell Enucleated SCNT-
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Cell fusion with pluripotent stem cell (PSC)
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Transdifferentiation
Figure 11: Diagramme de Warrington, illustrant les trajectoires d’une cellule et de sa plasticité :
transdifférenciation, reprogrammation, différenciation. D aprés Yamanaka, Nature Review 2010
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2.2. L’ére des cellules souches pluripotentes induites

En 2006, I'équipe de Shinya Yamanaka realise une avancée majeure dans I'histoire de la
reprogrammation cellulaire en convertissant des cellules spécialisées en cellules souches
pluripotentes par l'introduction et I'expression de génes exogénes codant pour des facteurs de
transcription « de pluripotence ». Ces cellules obtenues sont dites cellules souches pluripotentes
induites (iPS) 8. Cette avancée lui vaut ainsi qu’a John Gurdon d’étre récompensés par le prix
Nobel de Médecine en 2012. Pour aboutir a ce résultat, Yamanaka et Takahashi ont tenté de
déterminer le coeur du réseau transcriptionnel de la pluripotence, grace a un crible de 24 facteurs
de transcription candidats identifiés par analyse bibliographique. Les auteurs ont réalisé la co-
expression forcée de différentes combinaisons de ces 24 facteurs grace a des vecteurs rétroviraux
dans les fibroblastes embryonnaires de souris afin d’évaluer s’ils étaient a méme d’induire une
conversion en cellules souches pluripotentes. Cette premiére étude a permis d'identifier une
combinaison minimale de 4 facteurs, Oct4, Sox2, KlIf4 et c-Myc (OSKM) capable d’induire la
pluripotence. De fagon surprenante, Nanog n’était pas indispensable dans le processus de

reprogrammation.

A ce jour, différentes techniques de reprogrammation permettent d’induire 1’expression de facteurs
de transcription exogénes au sein des cellules spécialisées sous différentes formes (ADN, ARN,
protéines) : i) vecteurs viraux intégratifs, induisant une forte expression des facteurs de
transcription mais avec des risques élevés de mutagenése insertionnelle au sein du génome de la
cellule hote et de réactivation inopinée de 1’expression; ii) vecteurs viraux non intégratifs,
conduisant généralement a une expression plus modérée des facteurs de transcription tout en
limitant les risques d’insertion et d’anomalies dans le génome ; iii) techniques ne faisant pas appel
a des vecteurs viraux : ARN modifiés, protéines, molécules chimiques. Parmi les virus non
intégratifs, on retrouve le virus Sendai SeV. C’est un virus a ARN simple brin a réplication
cytoplasmique. Ce sont parmi les plus efficaces a ce jour, avec des rendements de génération d'iPS

20 fois supérieurs a ceux des vecteurs lentiviraux ou adénovirus & %,

2.3. Le concept de mémoire épigénétique

Le processus de reprogrammation cellulaire induit des modifications majeures et profondes de
I’épigénétique des cellules somatiques en parallele de la mise en place du programme

transcriptionnel de la pluripotence. Les études de transcriptome (séquencage, miRNA, RNA non

28



codants), d’épigénome mettent généralement en évidence des signatures transcriptionnelle et

épigénétique globalement similaires entre les CSEh et les hiPSC.

S’il subsiste des traces du profil épigénétique de la cellule somatique parentale, on parle de
mémoire épigénétique. Cette mémoire se traduit biologiquement par la persistance de I'expression
de certains génes somatiques au sein des iPS générées °! 9 qui tendent a s’effacer avec les passages
92 et qui sont en lien avec une reprogrammation incompléte et imparfaite en lien avec un défaut
d’extinction des geénes de la cellule parentale. C’est I’équipe de Marchetto qui a mis en lumicre en
2009 % que les iPSC générées par vecteurs non intégratifs avaient des profils similaires aux CSEh,
mais que des clones mal reprogrammés gardaient en mémoire 1’expression de génes en rapport
avec leur cellule parentale. Cependant, la signature transcriptionnelle d’hiPSC a passage tardif est
plus proche de celle des CSEh qu'avec les hiPSC a passage précoce. De laméme facon, une analyse
d’expression des genes par cluster hiérarchique indique que la différence entre différentes lignées
de cellules iPS humaines des lignées de CSEh est inférieure aux différences entre les lignées de
CSEh. %. Les CSEh sont donc considérées au vu des connaissances actuelles comme

« équivalentes » aux iPS.

I11. Modélisation par les cellules souches pluripotentes induites

Il n’existe pas a ce jour de modele de la BPCO employant les iPSCs ou les CSEh. Cependant,
quelques équipes dans le monde ont pu différencier des iPSC humaines et CSEh en un épithélium
bronchique, plus ou moins mature et fonctionnel. Ce qu’il en ressort est un manque de
reproductibilit¢ des protocoles permettant d’induire la différenciation, et une majorité des
protocoles se focalisent sur la différenciation distale alvéolaire plut6t que proximale bronchique.
La différenciation dirigée des iPSC nécessite une connaissance de I’embryologie animale et en
particulier humaine. En effet, le moyen le plus efficace pour identifier les facteurs permettant de
diriger la différenciation vers un type tissulaire donné reste la reproduction la plus fidéle possible
des phénomenes de différenciation qui se produisent au cours du développement embryonnaire et
feetal normal. Or pour ’'Homme, ces connaissances sont tres parcellaires, tandis que pour la souris
de trés nombreuses études ont rapporté les conséquences d’une manipulation génétique dans le
développement murin, notamment des KO ou des souris transgéniques, complets ou limités a un
organe spécifique. C’est a partir de ces connaissances d’embryologie que vont ensuite dériver les
protocoles de différenciation. Ce manque de données fondamentales pourrait au moins en partie
expliquer I’absence d’un protocole reproductible capable de différencier des CSEh et des iPSCs

en épithélium bronchique.
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1.1. La différenciation des cellules souches pluripotentes vers un épithélium

bronchique

La différenciation des hiPSCs nécessite d’exécuter a un moment précis et pour une durée
déterminée, chaque étape de I’embryogénése afin d’obtenir dans un premier temps des
progeniteurs bronchiques NKX2.1+, qui seront ensuite différenciés en un épithélium bronchique.
Ces ¢étapes d’induction s’inspirent donc des connaissances embryologiques de [’organe

respiratoire : c’est ce que 1’on appelle le biomimétisme.

Il faut garder a I’esprit qu’une induction incompléte d’une étape sera limitante pour I’étape
suivante, et perturbera in fine I’ensemble du processus de différenciation. Il est donc indispensable
de connaitre et de développer des outils permettant d’évaluer de fagon fiable et rapide 1’état de

pureté des cellules obtenues a chaque étape clé du processus de la différenciation.

La séquence de différenciation est la suivante : induction du nceud primitif antérieur (Anterior
Primitive Streak ou APS), puis induction d’en endoderme définitif (Definitive Endoderm ou
DE) compétent pour générer les précurseurs bronchiques, puis induction de I’intestin antérieur
primitif (Anterior Foregut Endoderm ou AFE) et enfin sa ventralisation (Ventralized AFE ou

VAFE) correspondant a I’induction des progéniteurs bronchiques multipotents NKX2.1+.

1.1.1. Induction de I’APS

Cette étape correspond a la gastrulation, au cours de laquelle une EMT se produit et initie une
migration des cellules ectodermiques via le nceud primitif antérieur pour former le feuillet
endodermique. Cette étape n’est pas toujours bien individualisée dans les protocoles de
différenciation de la littérature. A cette étape, il existe une grande plasticité permettant aux cellules
de se différencier vers le feuillet mésodermique ou ectodermique. Il est donc nécessaire a la fois
d’induire trés fortement I’endoderme, et d’inhiber 1’ectoderme et le mésoderme. Les signaux
d’induction de ’APS et du Posterior Primitive Streak étant totalement en opposition, il est
fondamental de controler I’ensemble des signaux de fagon synchrone et dans un temps imparti, au

risque de réinduire du mésoderme.
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Pour cela, I’induction doit se faire par de fortes concentrations d’Activine A (>100ng/mL), c’est-

a-dire une induction de la voie Nodal/TGF-B canonique dépendant de la phosphorylation des

Smad 2/3. Une modulation de la voie WNT est également fondamentale, soit par une inhibition

de la voie GSK3B induisant une activation de la voie Wnt par la molécule CHIR99021, a des

concentrations inférieures a 3uM, ou 1’ajout de la protéine recombinante Wnt3a %. En effet,

I’Activine A seule ne permet pas d’induire une différenciation correcte et il existe une grande

proportion de cellules restant a 1’état indifférenciées®. L’ Activine A empéche la différenciation

vers le feuillet ectodermique, et les faibles concentrations de CHIR99021 (3uM) empéchent les

cellules de s’engager vers le Neeud Primitif Postérieur (PPS), soit in fine le mésoderme (Figure

12). L’ajout d’un inhibiteur des ROCK kinases 1 et 2 grace a la molécule Y27632 favorise la survie

des cellules en début de différenciation, ainsi que la différenciation vers le feuillet endodermique.

High BMP

BMP & Wnt

Day 0 Low BMP

Day 1 Day 2-3
PARAXIAL

Definitive
- - Endoderm
Hi TGFp & FGF @ 4_/

Human pluripotent stem cells

Anterior Middle
Primitive / ®\ Primitive

Streak @ Streak

MESODERM

l @ 1 (HEART

Paraxial Lateral
mesoperm  Mesoderm Mesoderm

Figure 2 : Figure de gauche : Schéma récapitulatif des voies de signalisations conduisant a
une polarisation vers I’APS, nécessitant de fortes concentrations de, de faibles
concentrations de BMP. L’induction est breve et doit étre maintenue au maximum 24h.
Figure de droite : un échappement vers le mésoderme para axial (somites) apres ['induction
de I’APS est toujours possible et évitable en manipulant les voies BMP, WNT, TGF-p.

D’apres Loh & al. 2015 Cell Stem Cell.
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1.1.2. Induction de I’endoderme définitif

L'épiblaste est I'une des deux premiéres couches cellulaires dérivant de la masse cellulaire interne.
Lors de la gastrulation, les cellules épiblastiques convergent vers l'axe longitudinal dorsal du
disque embryonnaire et y forment la ligne primitive a partir de laquelle les cellules épiblastiques
migrent a travers cette ligne qui s’est transformée en sillon : ¢’est la gastrulation (Figure 13). Les
cellules de 1’épiblaste qui migreront au niveau caudal via le nceud primitif antérieur (APS) vont

s’insérer au niveau de I’hypoblaste afin de donner I’endoderme définitif (DE). ¢

Primitive
Amnioblasts streak
Epiblast Intraembryonic
&\ /Intraembryonic mesoderm
N\ mesoderm
S &
'\ &
B < oY
Extraembryonic
mesoderm
& .
r&\/ ‘: b <]
& Endoderm ‘b?"‘é

Hypoblast being displaced laterally

Figure 3 : Gastrulation avec EMT de certaines cellules de [’épiblaste a travers le neeud primitif
antérieur (APS). Ces cellules vont s’insérer au niveau de I’hypoblaste qui migre latéralement.
Ces nouvelles cellules constitueront le feuillet de [’endoderme définitif. D apres Chapter 2
Development of the Head, Face, and Mouth Joseph A. Grasso

L’orientation du destin cellulaire de I’APS entre le mésoderme para-axial (somites) ou
I’endoderme définitif est régulée par la voie TGF-p, en particulier le ligand physiologique Nodal.
Cette voie est finement régulée et la décision cellulaire dépend de la concentration et de I’activation
spatio-temporelle de la voie. La disponibilité du peptide Nodal et son colt ont amené les équipes
travaillant sur la modélisation de I’endoderme définitif a partir d’iPSCs d’employer I’ Activine A,
ligand de la voie canonique TGF-p. Plusieurs équipes dont initialement celle de D’ Amour & al.
ont montré que de fortes concentrations d’Activine A en condition low-serum permettent
d’induire un endoderme définitif ® . Le milieu no/low-serum permet de lever I’inhibition du

signal de différenciation exercé par I’insuline et I'IGF (Insuline Growth Factor) via la voie
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phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), qui empéche les hiPSCs et CSEh de répondre aux

membres de la famille des facteurs TGF-B tels que I'Activine A et Nodal 1%,

La combinaison de marqueurs habituellement décrite dans la littéraire pour caractériser les cellules
du DE sont EpCAM+/CXCR4+/c-KIT mais egalement GATA6, SOX17, FOXAZ2 ainsi que

I’extinction des marqueurs de pluripotence.

1.1.3 Induction de [Dintestin antérieur primitif (Anterior Foregut

Endoderm -AFE) et sa ventralisation

L'intestin primitif antérieur, dans sa partie céphalique, appelée intestin pharyngien, tapisse la
lumiére de la région branchiale et va étre a 1’origine de la cavité buccale, du pharynx, de
I’cesophage ainsi que des diverticules respiratoire et thyroidien. Dans sa partie caudale, I'intestin
primitif antérieur est a I'origine de I'estomac, d'une partie du duodénum, du foie, des voies biliaires

et du pancreéas.

Le facteur transcriptionnel NK2 Homeobox 1 (NKX2.1) est décrit comme étant le marqueur le
plus précoce a apparaitre au sein des bourgeons bronchiques 1°. Cependant, ce facteur n’est
aucunement spécifique de progéniteurs pulmonaires car il est également exprimé par les

progeniteurs de la thyroide et du cerveau.

Les protocoles d’induction de I’AFE et de sa ventralisation afin d’induire des progéniteurs
bronchiques NKX2.1 sont extrémement différents et mettent en avant la difficulté a I’induire 2
; son induction repose sur la modulation des voies TGF-p, BMP, FGF, Acide rétinoique et Wnt.
Parmi ces protocoles, certains suggérent une double inhibition minimale de 48h des voies TGF-$
et BMP, souvent établies par 1’usage des petites molécules SB141524 (inhibition de TGF-p) et
Noggin (inhibition de BMP). Cependant, Matsuno & al. ont montré que 1’inhibition préalable de
la voie BMP lors de I’induction du DE par le LDN-193189 permettait de s’affranchir de cette
double inhibition en retirant simplement 1’ Activine A 1%, Par ailleurs, I’exposition des cellules du
DE a I’Activine A avant la double inhibition est fondamentale afin d’empécher la différenciation
vers les progéniteurs neuronaux. %Il faut finalement s’assurer de I’absence de marqueurs
thyroidiens PAX8/TG et neuronaux PAX6 TUJ1 ou OTX2 SIX3. Quelques équipes telles que les
équipes américaines de DN Kotton % 106107 'de HW Snoeck % 1% et japonaise de M Mishima 1°

111 ont montré que la différenciation des hiPSC vers des voies aériennes était possible. Cependant,
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les taux des progéniteurs AFE observés par ces équipes restent faibles en dehors de stratégies de

tri cellulaire.

IV. Rationnel de I’étude et objectifs

Les différentes trajectoires qui conduisent a la BPCO ne sont pas encore élucidées sur le plan

biologique. A ce jour, il n’existe pas de modele permettant d’étudier I’initiation de la maladie. Les

modéles actuels permettent d’avoir une image a un instant t, en général a un temps tardif de

I’évolution de la maladie (Figure 14).

D’un point théorique, deux types d’études in vivo permettraient de répondre a la question

des différentes trajectoires clinico-biologiques :

Mettre en place des cohortes de suivi de la naissance jusqu’ a environ 50/60 ans chez
d’individus exposés in utero au tabagisme maternel et/ou exposés dans la petite enfance et
suivre leur devenir. Pour comprendre la maladie, il faudrait pouvoir phénotyper ces patients
durant 5 décades par un examen clinique, des tests fonctionnels mais également des
prélevements du parenchyme pulmonaire et des bronches. L’idéal serait de mener une
étude prospective contrdlée randomisée ou des femmes seraient incluses dans le bras
« fumeuses pendant la grossesse » vs non fumeuses. Ce scénario est non éthique sur tous
les plans.

Etudier des poumons d’embryons issus de femmes enceintes fumeuses, issus d’interruption
de grossesse, ou médicale. Ce modele a été décrit réecemment : on appelle cela les HLE
(human lung explants). On pourrait donc étudier I’effet du tabac au cours du

développement pulmonaire précoce, cependant ce modele n’étudie pas la BPCO.

Une alternative serait un modéle permettant de récapituler le phénotype de la maladie in

vitro, depuis son initiation (développement in utéro de la BPCO) jusqu’a un stade plus

mature, et qui soit éthiquement acceptable. La mise en place de cette alternative est I’objet

de cette theése.
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Figure 14 : Figure représentant les trajectoires de la BPCO et le défi de la modélisation de
["hypothese développementale de la BPCO humaine.

1.1. Etude INVECCO et méthodologie

Cette ¢tude s’effectue dans le cadre du projet INVECCO (Modeling Bronchial Epithelium
Modifications Associated With COPD Using iPS, ClinicalTrials.gov ldentifier
NCT03181204).

1.1.1. Criteres de sélection des patients BPCO et des patients contrbles
sains

Selon les études épidémiologiques les plus récentes, plus de 55% des patients BPCO auraient
une origine pédiatrique de la maladie, pouvant étre en lien avec susceptibilité génétique.
Cependant, les GWAS ont jusqu’a présent échoué a identifier de fagon reproductible des genes
candidats de « susceptibilité » de la BPCO, malgré une puissance croissante des études grace
a de trés larges cohortes. Notre hypothese pour expliquer cette discordance est que les patients
BPCO sont souvent peu ou mal caractérisés et qu’il existe une trés grande hétérogenéité des

BPCO en fonction de facteurs tels que 1’existence d’un « asthme » associé, les habitudes du
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patient (fumeur/non-fumeur), la sévérité de la maladie, I’age, les trajectoires différentes
menant a la BPCO. Cette hétérogénéité pourrait étre liée a d’éventuelles susceptibilités
génétiques différentes, et expliquerait 1’échec des études GWAS a identifier des génes de
prédisposition a la BPCO, communs a I’ensemble du spectre de la maladie.

Par conséquent, nous avons voulu constituer un groupe le plus homogéne possible en incluant
des patients hautement phénotypés et caractérisés afin de réduire au maximum ce biais et
inclure des patients jeunes (< 50 ans), séveres (GOLD I11/1V) avec un début précoce de la
maladie, tout en excluant les formes monogéniques les plus fréquentes : le déficit en al anti-
trypsine et les mutations TERT associées a la BPCO. L’hypothése est que cette population
avec une forme sévére et précoce nous permettrait de détecter avec plus « de chances cette
susceptibilité » in vitro.

La seconde question qui s’est posée lors de I’¢laboration de 1’étude a été¢ d’identifier le groupe
contréle le plus adapteé afin de répondre a la question biologique de la susceptibilité de certains
fumeurs a la BPCO par rapport a d’autres. Cette susceptibilité individuelle au tabac pourrait-
étre innée ou acquise. Le groupe le plus adapté afin de répondre a cette question est donc un
groupe de patients exposés au tabac mais indemnes de BPCO, dits « fumeurs résistants ». De
la méme maniére que pour le groupe BPCO, nous avons choisi des patients hautement
caractérisés et extrémement caricaturaux : une exposition importante au tabac, des patients
d’environ 50 ans qui n’ont développé aucune comorbidité liée au tabac (cardiovasculaire,
cancer principalement).

Nous avons prévu d’inclure 4 patients « hautement susceptibles » et 4 patients « résistants ».

A ce jour, nous avons inclus I’intégralité des patients BPCO et 1 fumeur sain (groupe controle).

1.1.2. Que modéliser et comment ?

Nous avons fait le choix de modéliser 1’épithélium bronchique car il est le premier contingent
anatomique directement en contact avec l’environnement, en particulier les agressions
extérieures tel que le tabac. La littérature montre qu’il existe des anomalies de la réparation et
du dialogue avec d’autres sous types cellulaires. Notre premiere hypotheése est qu’il serait le
chef d’orchestre de la BPCO. Afin d’avoir I’opportunité de saisir une différence biologique

pertinente, nous avons monitoré la différenciation au cours du modéle iPSC (Figure 15).
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Figure 15 : Flowchart de [’étude. Les critéres de jugement clé de [’étude sont le
monitorage de la différenciation des iPSC en culture, en condition exposée et non
exposée pour les deux groupes de malades (susceptibles et résistants). La
reprogrammation induisant un effacement du paysage épigénétique de la cellule
parentale, notre hypothese est de récapituler la maladie en exposant les iPSC au tabac
tout au long de la différenciation.

Le modéle que nous avons mis en place est la différenciation des hiPSCs en structures
épithéliales bronchiques « like ». L’exposition au tabac de ces étapes modélise le facteur de
risque le plus fortement associée « aux origines pédiatriques » de la BPCO : I’exposition in
utéro au tabac. La différenciation des hiPSCs est monitorée par RNAseq, en condition exposée
et non exposeée a des différents moments de la différenciation, correspondant a des étapes clé
du développement humain : endoderme définitif, AFE, v-AFE (progéniteurs bronchiques
NKX2.1) et épithélium mature.

Le modele iPSC offre le grand avantage de modéliser pour la premicre fois I’impact d’une
exposition au tabac et son impact sur le développement humain pulmonaire précoce, tout en
prenant en compte a la fois 1’éventuelle part génétique et I’aspect épigénétique de la BPCO.
En effet, nous anticipons que les différences retrouvées en RNAseq avant méme toute
exposition nous permettrons de mettre en évidence des différences entre les deux groupes de
patient, indépendante de I’environnement : c’est la susceptibilité intrinséque des patients,
pouvant étre rattachée a leur fond génétique.

Les différences de profil de RNAseq qui seront mise en évidence entre le groupe BPCO
« hautement susceptible » et le groupe « résistant » aprés exposition au tabac pointeront des
modulations de 1’expression de géne en lien a la fois a la susceptibilité et a ’environnement

(exposition). Il est important de noter que le groupe fumeur sains prend tout son sens dans cette
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comparaison car seuls les genes candidats retrouvés chez les BPCO (signature de la maladie)
et non pas ceux régulés dans les groupes (signature liée au tabac) seront pris en compte. Aussi,
la reprogrammation cellulaire permettant d’effacer la mémoire épigénétique initiale, nous
pourrons suivre au cours de la différenciation des iPSC comment les signaux se « ré-allument »
dans le groupe BPCO (Figure 16).

nd Y.
....... . Ve e @) .

\ 4
3 .
® .. Q. @ Q. @
. ®
. rd 4 X
« Signature épigénétique » Reprogrammation cellulaire hiPSCs Difflér.enc(ia.tion des hi?SCs
de la BPCO présente dans Remodelage épigénétique en épithélium bronchique
les cellules somatiques du patient Effacement de la « mémoire épigénétique » +

Exposition au tabac
-> Récapituler la signature de la maladie

Figure 16 : Modifications dynamiques épigénétiques attendues au cours de [’étude.

1.2. Obijectif

L’objectif de ces travaux est la mise en place d’un nouvel outil de modélisation in vitro de la
BPCO afin de comprendre les origines et I’initiation de la maladie. Pour cela, nous avons mis
au point protocole de différenciation dirigée des hiPSCs en progéniteurs bronchiques
NKX2.1+ puis en structure bronchique « like ». Ce protocole de différenciation a été réalisée
sur des hiPSCs de sujets sains non-fumeurs, fumeurs, BPCO sévére et d’un patient atteint de

maladie monogénique (dyskinésie ciliaire primitive).
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Abstract

Rationale

Highly reproducible in vitro generation of human bronchial epithelium from pluripotent stem
cells is an unmet key goal for drug screening to treat lung diseases. The possibility of using
induced pluripotent stem cells (hiPSC) to model normal and diseased tissue in vitro from a
simple blood sample will reshape drug discovery for chronic lung, monogenic and infectious

diseases.

Methods

We devised a simple and reliable method that drives a blood sample reprogrammed into hiPSC
subsequently differentiated within 45 days into air-liquid interface bronchial epithelium (1ALI),
through key developmental stages, definitive-endoderm (DE) and Ventralized-Anterior-

Foregut-Endoderm (VAFE) cells.
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Results

Reprogramming blood cells from one healthy and 3 COPD patients, and from skin-derived
fibroblasts obtained in one PCD patient, succeeded in 100% of samples using Sendai viruses.
Mean cell purity at DE and vAFE stages was greater than 80%, assessed by expression of
CXCR4 and NKX2.1, avoiding the need of cell sorting. When transferred to ALI conditions,
VAFE cells reliably differentiated within 4 weeks into bronchial epithelium with large zones
covered by beating ciliated, basal, goblets, club cells and neuroendocrine cells as found in vivo.
Benchmarking all culture conditions including hiPSCs adaptation to single-cell passaging, cell
density and differentiation induction timing allowed for consistently producing iALI bronchial

epithelium from the five hiPSC lines.

Conclusions

Reliable reprogramming and differentiation of blood-derived hiPSCs into mature and
functional iALI bronchial epithelium is ready for wider use and this will allow better
understanding lung disease pathogenesis and accelerating the development of novel gene

therapies and drug discovery.
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Introduction

Lung chronic diseases result from exposure to environmental aggressors (e.g. microorganisms,
tobacco smoke, particles from biomass combustion or air pollution), genetic abnormalities, and
unknown factors. Chronic lung diseases, such as chronic obstructive pulmonary disease
(COPD), are one of the leading causes of death worldwide (1). Highly efficient, reproducible,
and reliable protocols to produce fully differentiated airway epithelium are required for high-
throughput screening of therapeutic small molecules, mechanistic studies, and gene or cell
therapy development. Induced pluripotent stem cells (iPSCs) represent an attractive opportunity
compared with the existing solutions because they can yield a virtually unlimited amount of
any differentiated cell type (2). The recent description of protocols to differentiate human
pluripotent stem cells (PSCs) into bronchial epithelium has been encouraging (3-11). Overall,
these protocols rely on the knowledge gathered on normal lung development in mammals
(12). Briefly, lung embryogenesis starts with the formation of the definitive endoderm (DE).
Then, during the 4% week of human embryonic development, the primitive gut appears and can
be divided into foregut, midgut, and hindgut. Early pulmonary development starts from the
ventral area of the anterior foregut endoderm (VAFE). From this zone, which is characterized
by the expression of the transcription factor NKX2.1, the respiratory diverticulum will emerge
and form the trachea, and then bronchi, bronchioles, and finally alveoli. These steps can be
recapitulated in vitro by differentiating PSCs first into DE by exposure to high doses of activin
A, and then by driving DE cells towards vAFE differentiation by dual inhibition of the BMP
and TGF signalling pathways (13). Finally, vAFE cells are specifically differentiated into lung
progenitors and then bronchial cells. However, the protocols for PSC differentiation into
bronchial epithelium present several limitations, and multiplicity of protocols were rarely

described in detail. Most of them are effective on a very limited number of cell lines, most often
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reprogramming healthy control cells or require an enrichment step based on a specific NKX2.1+
cell selection at the VAFE stage using flow cytometry and cell surface markers (e.g.
carboxypeptidase M (CPM)+ cells(9) or CD47MCD26% cells (14)), or a final differentiation step
in 3D culture conditions (8, 10). Others require important technical skills and are difficult to
replicate (15). We searched PubMed and Embase (abstracts) and examined all other potential

sources (meeting abstracts, social networks) linking PSC to airway epithelial cell derivation up

to 10 February 2020.

Here, we developed an approach to differentiate human iPSCs (hiPSCs) into proximal airway
epithelium enriched in ciliated cells, using a straightforward protocol that does not require any
cell purification step. Careful in-home reprogramming and then culture adaptation to single-
cell passaging together with a precise timing and reagent benchmarking for each differentiation
step led to the successful generation of fully differentiated and functional bronchial epithelium
in air-liquid interface (ALI) culture conditions from hiPSCs (1ALI bronchial epithelium). We
successfully used this protocol to differentiate five hiPSC lines, among which three were
derived from patients with severe COPD. This study highlights the criticality of evaluating
expansion and differentiation conditions for achieving optimal phenotypic and functional
endpoints such as ciliary beat frequency (CBF), mucus flow velocity, presence of differentiated
cells, transepithelial electrical resistance (TEER). This simple protocol to produce hiPSC-
derived bronchial epithelium in ALI culture conditions (1ALI bronchial epithelium) will
facilitate modelling small airway diseases in vitro, developing novel gene or cell therapies, and

drug discovery.
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Materials and Methods

Clinical characteristics of reprogrammed and differentiated cells.

Patients included were defined as severe, with early-onset COPD as FEV1/FVC less than 0.70
and FEV1 percent predicted less than 50% on postbronchodilator spirometry in subjects less
than 55 years of age. Normal donors and patients with primary ciliary dyskinesia (PCD) were
recruited in the framework of the CILIPS project. More detailed clinical data are available

online (Supplemental Figure 1, supplemental Tables 1 & 2).

Human ESC and iPSC generation and maintenance

The hiPSC lines PCD02.30 (UHOMi001-A)(16), HYO03 (UHOMi002-A), iCOPD2
(UHOMi003-A), iCOPD8 (UHOMi004-A) and iCOPD9 (UHOMIi005-A) were reprogrammed
using the CytoTune®-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit (Thermo Fisher Scientific, cat.no
A16517), according to the manufacturer’s instructions (unpublished results). Emerging hiPSC
clones were mechanically selected and clonally expanded using mechanical passaging at early
passages (<10 passages). At least three clones for each patient were maintained and their genetic
stability was confirmed (Supplemental figure 2). Pluripotency was confirmed by alkaline
phosphatase activity staining, SSEA3/4 and TRA1-60 cell surface expression by flow
cytometry as previously published(16). The human ESC line HD291 was derived in our
laboratory (17). The RSP4 and 131007 iPSC lines were derived by the Safe IPS platform
(Montpellier, France) using retroviruses and Sendai vectors, respectively. PSC lines were
maintained in undifferentiated state in feeder-free conditions on growth factor-reduced Geltrex

(Thermo Fisher Scientific) in E§ medium (Thermo Fisher Scientific). Cells were cultured in
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35-mm dishes at 37 °C and were dissociated mechanically (under an optical microscope) or
into single cells at 90% of confluence (every 4-5 days). Single-cell passaging was performed
by adding the Versene solution (Thermo Fisher) at 37°C for 5 min and then seeding at 1:10 to
1:20 ratio with addition of 10uM of the ROCK inhibitor Y-27632 (Tocris). The E8 maintenance

medium was changed every day.

PSC differentiation

Differentiation was carried out as described in figure 2A, using reagents at the concentrations
listed in supplemental tables 2 and 3. Cells were plated at high-density (one 35mm dish for two
Transwell inserts) on Transwell inserts coated with Geltrex. During the differentiation process,
medium was changed every day. Cells were differentiated under hypoxia condition (5% 02,

37°C).

Statistical analysis

Data are presented as means and standard deviations (s.d. or S.E.M), and graphs were generated
with GraphPad (Prism, v 6.01). All shown data are from experiments repeated at least three

time. P <0.05 indicated significant differences between groups.

Results

Reprogramming from a blood sample or skin-derived fibroblasts

Skin-derived fibroblasts from the patient with primary cilia dyskinesia (PCD)(16) or peripheral

blood mononuclear cells from the healthy control and the three patients with severe COPD and
were reprogrammed using Sendai virus to generate the PCD02.30, HY03, iCOPD2, iCOPDS,

and iICOPD9 hiPSC lines, respectively (figure 1). From venepuncture, PBMC were Ficoll-
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isolated and cultured using stem SPAN SFEMII ® kit enriched with cytokines (IL3, SCF, EPO)
in order to promote Erythroid Progenitor (EP) expansion. CD45, CD34, CD71 and CD36
monitoring were required to optimize yield of EP expansion before Sendai virus transduction.
C-myc, KLF4, SOX2 and OCT4-containing Sendai viruses were concomitantly added once to
the EP culture for three days. After transfer into Geltrex, hiPSC clones were observed 30 days
after blood sampling. For all the 4 studied samples, the success rate was 100%. Pluripotency
was confirmed by demonstrating phosphatase alkaline activity, cell surface SSEA3/4 and
TRA1-60 expression, and OCT4, NANOG, SOX2 mRNA expression. HiPSC genetic integrity
was assessed by ddPCR (iCS digital) (supplemental figure 2A and B)(18). One of the COPD-
reprogrammed iPSC clones (iCOPD2) was found to harbour one genomic abnormality, copy

number gain in 20q11.21, yet differentiation could still be achieved with this clone.

Adaptation of hiPSCs to single-cell culture is mandatory for a successful differentiation

process and allows high rate of definitive endoderm induction.

The differentiation protocol, including the successive developmental steps leading from hiPSC
to 1ALI, is schematized in figure 2A. To develop a robust differentiation protocol, we
benchmarked the timing, the cell density and the method of passaging, factors that were crucial
for achieving reliable rates of DE purity and quality. hiPSC lines were passaged as single cells
because hiPSC clumps were partly resistant to DE induction, as evidenced by OCT4 expression
persistence. Optimal cell adaptation was obtained by gentle colony dissociation into small
clumps for five passages, and then into single cells for at least 5-10 passages, using Versene
(EDTA) in the presence of Y-27632 (figure 2B). Adaptation to single-cell passaging was
deemed mandatory to prevent massive cell death after cell plating for APS induction (Figure
2C). Then, the differentiation process was started by adding activin A, and CHIR99021 (a

GSK3 inhibitor that acts as a WNT pathway agonist) in the presence of the ROCK inhibitor Y-
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27632 for one day (day 1; Anterior Primitive Streak figure 2A and supplemental table 3)
followed by activin A, LDN-193189 and Y-27632 for 1-2 days, leading to DE induction. To
optimize the protocol, various intervals between hiPSC plating and anterior primitive streak
(APS) induction, as well as different cell densities (from 70 to 130K cells/cm?) were tested
(figure 2D-E). Indeed, plating cells at too low density led to important cell death, whereas too
high density led to persistent and sustained OCT4 expression (figure 2F). This optimized
protocol robustly yielded in average more than 80% of CXCR4+ DE cells within 2-3 days
without cell sorting, and was validated using the five hiPSC lines described above and
compared with one human embryonic stem cell (ESC) and two other hiPSC lines (n=170
independent experiments, using eight different PSC lines) (figure 3A-C and supplemental
figure 3). Moreover, DE cells expressed characteristic endoderm transcription factors FOXA2
and SOX17 (figure 3D-E). Pluripotent markers NANOG, SOX2 and OCT4 progressively
switched off with the stage progression (figure 4E). Morphological changes, such as the
emergence of cuboidal-shaped cells, were a reliable indicator of optimal DE differentiation (day

2-3, figure 3A).

Efficient induction of high purity NKX2.1+ lung progenitors without need for cell sorting

The comparison of various combinations of growth factors for vAFE induction showed that DE
cells needed minimal cell signalling, and therefore, were grown in RPMI1640 basal medium
with B27 minus vitamin A (figure 2A and Supplemental tables 2, 4 and 5). For efficient vAFE
induction, a DE cell population with at least 80% of CXCR4+ cells was required. Time course
experiments showed that at 24-36 hours after LDN-193189 addition, there was a narrow
window when cells showed optimal conditions (i.e. high CXCR4 expression and high viability)
for vAFE induction. 3D bud-like structures emerged between days 4-8 and appeared to be a

good morphological indicator of VAFE differentiation that could be followed by optical
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microscopy (figure 3A, red arrows). In these conditions, >80% of cells consistently expressed
NKX2.1, as indicated by flow cytometry and confirmed by immunolabelling, in six different
PSC lines (n=46 independent experiments, using six different PSC lines) (figure 4 A and B,
supplemental figure 3). The optimum percentage of NKX2.1+ cells (>80%) was observed
around day 3 after vAFE induction (figure 4C). This result was confirmed by immunostaining
at v-AFE, that showed a gradual increase of NKX2.1 expression over the time (Supplemental
figure 4A). This NKX2.1 expression level was required to induce an efficient differentiation
process towards iALI. When this NKX2.1 expression level was not reached, usually in
association with high cell loss, cells were discarded, and the differentiation protocol restarted.
Interestingly, we were able to detect SOX2, SOX9 expression at protein level by
immunostaining. Three populations were observed, SOX2+/SOX9-, SOX2-/SOX9+ and
bipotent progenitors SOX2+/SOX9+, as previously reported in vivo during human lung
development (figure 4D, supplemental figure 4B)(19). Extinction of pluripotency markers such
as OCT4 and NANOG expression were observed at this stage, compared with the DE stage
(figure 4E-G). NKX2.1 bronchial progenitor cells exhibited a high proliferation rate, assessed
by Ki67 labelling (Supplemental figure 4C). Terminal airway epithelial markers (keratin 5
(KRTS), tumour protein 63 (TP63), forkhead box J1 (FOXJ1)) were not detected during v-AFE
induction, ascertaining the immature feature of these progenitor cells. Proliferative, relatively
undifferentiated features of bronchial progenitor cells are consistent with other human iPSC
protocol differentiation(14) and with in vivo mouse lung development(19) (20). As NKX2.1 is
also expressed in other developing tissues (figure 4F), we also assessed the purity of NKX2.1
cells by confirming the absence of contamination by RT-qPCR analysis of specific mRNA for
thyroid gland (thyroglobulin (TG)) and brain (Paired Box 6 (PAX6)) cell markers, as well as

liver (alpha-fetoprotein (AFP)) and gut (caudal type homeobox 2 (CDX2)) markers (figure 4G).
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Absence of liver contamination was also confirmed at the protein level by AFP

immunolabelling (Supplemental figure 4D).

Specification of NKX2.1 lung progenitor cells under 2D ALI culture conditions lead to

functional, multi ciliated airway epithelium.

iPSC-derived ALI (1ALI) bronchial epithelium was obtained from five different iPSC lines,
including the three COPD-hiPSC lines (n>3 independent experiments per cell line). v-AFE cells
were mechanically dissociated into small clumps and plated at high density on Transwell inserts
in PneumaCult-Ex Plus medium (Day 9, figure 2A). At day 2 post-seeding in PneumaCult-Ex
Plus medium, cells were progressively switched to PneumaCult-ALI maintenance medium.
Four days after seeding on Transwell inserts, medium was removed from the apical side to
switch to ALI culture (“polarization”). DAPT, a y-secretase inhibitor that blocks NOTCH signal
transduction, was added to the culture medium present in the basolateral part of the Transwell

from day 14 to day 28 post ALI (figure 2A and supplemental table 3).

Epithelium with barrier function

iPSC-derived epithelial cells reached confluence after the four days of submerged growth
conditions (figure 3A). Features consistent with epithelium could be identified by optical
microscopy at late 1ALI stage (day 42+; figure 5A) and attested by E-cadherin protein
expression (figure 5A). Transmission electron microscopy of day 34 post-ALI cultures
identified adherent junctions confirming the presence of junctional complexes (Supplemental
figure 5A). Barrier integrity of cells during ALI 2D-culture differentiation was assessed by
transepithelial electric resistance (TEER). TEER increased significantly during the
differentiation process (Supplemental figure 5B), reaching around 300 Q.cm? and could be

maintained for >200 days of culture.
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iALI generates both major and rare solitary human airway epithelial cells

After 45 days of differentiation, the main bronchial epithelium cell types were observed: basal
cells (KRTS5 and TP63), ciliated cells (tubulin beta 4, TUBIV), goblet cells (mucin-5AC,
MUCS5AC), club cells (CCSP, SCGB1A1) and neuroendocrine cells (chromogranin A, CHGA)
(figure 5B to F). Club cells and goblet cells could be detected in iALI culture as early as day 14
(figure 5G and I). MUCSAC positive cells were detected by immunofluorescence (figure SE
and G) and supported by a protein release in the supernatant detected by Dot blot analysis,
Alcian blue staining and Periodic acid Schiff (PAS) (figure SH and I). Interestingly, we were
able to detect either CCSP*/MUCSAC:- cells and CCSP-/MUCSAC™ but also a small number of
double positive CCSP*/MUCSAC™ cells as soon as day 14 post ALI (figure 5G), by
colocalization confocal analysis (Supplemental figure 5C). Scanning electron microscopy
(SEM) revealed the formation of mucin bundles in culture (Supplemental figure 5A, right lower
panels). Concentration of secreted CCSP ranged from 23 to 486 ng/mL, depending on the cell
line and experiment (figure SH). Neuroendocrine cells were also detected both at mRNA and
protein level, assessed by CHGA (figures 5F, K). Finally, SEM and TEM acquisitions
suggested the presence of another rare epithelial subset of cells harbouring microvilli, also
known as brush/tuft cells (Supplemental figure 5A, red asterisk), previously described in

proximal airway and in terminal bronchioles (21, 22).

Functional multiciliated cells airway epithelium

Ciliogenesis was revealed by observation of cilia beating by optical microscopy and by
immunofluorescent labelling of the cilia-associated protein B4-tubulin (TUBIV) (figure 6A).
Apically localized cilia identified by immunofluorescence labelling were usually observed only

after 21 to 28 days post-ALI in all five iPSC derived lines irrespective of the underlying disease.
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Dynein axonemal heavy chain 5 (DNAHS) staining was observed throughout the ciliary
axoneme (Supplemental figure 5D). This is consistent with in vivo findings of human airway
epithelial cells isolated by brushing obtained at endoscopy (23). The morphology of
multiciliated cells was examined using optical microscopy and electron microscopy, either by
SEM or TEM (figure 6B-C). TEM cilia structure was characterized as expected by a nine
peripheral doublet and a central pair of singlet microtubules (figure 6C), specific of motile cilia
(24).

Cilia length in 1ALI was assessed by both optical microscopy and SEM and compared with
freshly acquired epithelial cells obtained during endoscopic brushing and classical ALI-
cultured airway epithelium. Average cilia length was roughly similar in ALI and iALI when
measured either by optical microscopy or SEM (figure 6D). No obvious difference in cilia
length was observed between COPD patient-derived iALI and healthy patient-derived iALI or
ALI or bronchial brushing. We were able to observe cilia beating using a high-speed camera
after isolation of patches of iALI epithelium (Supplemental movie 1), but also on Transwell
membrane (Supplemental movie 2). In addition, we acquired cilia beating by live
immunostaining using SiR-conjugated fluorogenic probes, SiR-tubulin (Supplemental movie
3).

To establish the mucociliary clearance capacity of the 2D cultures, CBF and mucociliary flow
were recorded. iALI cultures had a CBF of 14.3 + 1.8 Hz, consistent with the frequency of
ciliated cells from ALI-cultured primary airway epithelium (figure 6E) (25).

Cultures presented cup-shaped structures with high density of ciliated cells actively beating,
giving rise occasionally to localized vortexes (figure 6E, left bottom panel, Supplemental movie
2). The estimated flow velocity of the vortex was approximately 5.6+6.5 um/s. The iALI

bronchial epithelia maintained beating cilia for more than 300 days without cell passaging and
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without aneuploidy appearance (Supplemental figure 2B). Moreover, cultures could be

passaged at least three times after iALI generation.

Discussion

In this study, we described the generation of iALI bronchial epithelium that represents an
attractive alternative to animal models and ex vivo cultures of differentiated bronchial
epithelium from endobronchial biopsy specimens. Our differentiation protocol offers a virtually
unlimited source of homogeneous reliable human bronchial epithelium. Multi-cellularity is
required for optimized platforms to uncover new drugs using patient-derived iPSCs (26).
Importantly, this protocol was carried out successfully by four different members of the
research group, at least 3 times for each cell lines.

We identified several critical factors that ensure the efficiency and reproducibility of airway
epithelium differentiation from human PSCs. First, reprogramming and differentiation were
achieved in the same facility by the same team and we do believe this greatly helped for
optimally handling hiPSC and decide when to optimally start differentiation for example,
Selection of clones should be cautious, relying on 1) absence of peripheral signs of spontaneous
differentiation, 2) differentiation abilities assessed by levels of CXCR4 expression at the DE
stage and 3) ruling out genetic abnormalities by karyotyping or copy counting approaches (18).
We noted that PSCs must be adapted to single-cell culture to obtain a homogeneous cell
seeding. Non-adapted cells rapidly die when plated as single cells at low-medium densities,
even in the presence of the ROCK inhibitor Y-27632. When we tried to plate non-adapted cells
as large clumps or at high cell density, cell death was reduced, but differentiation was hampered
(figure 2E). This could be explained by sustained expression of pluripotency transcription
factors within the clumps and/or by altered YAP/TAZ signalling activity. DE and VvAFE cell

enrichments (assessed by CXCR4 and NKX2.1 expression) achieved at least in 80% of cells at

Page 16 of 59



Page 17 of 59

344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367

368

17

the relevant step were good predictors of the final success of the differentiation process. Based
on the work by Matsuno et al (13), we found that APS induction by activation of the activin
A/nodal and WNT pathways for 24h, followed by two additional days of activin A activity and
TGFp pathway inhibition for DE induction , without addition of other cytokines or small
molecules during vAFE stage, was the most effective strategy. Both SOX2 and SOX9 were
observed at the vAFE stage with double positive cells. These bipotent cells were only found in
human in the literature and this increased our confidence in the model as it fits with the
progenitor patterning (19). Another key point was the use of the PneumaCult differentiation
medium. This proprietary medium, the composition of which is not disclosed, efficiently
promotes the differentiation of primary cells obtained from bronchial biopsies. While we cannot
exclude that this medium might contain a NOTCH pathway inhibitor, we nonetheless added
DAPT to our differentiation protocol. NOTCH signalling inhibition promotes the
differentiation into multi-ciliated cell at the expenses of club cells (27). This protocol generated
epithelia containing double positive CCSP*/MUCS5AC™ cells, single CCSP*/MUCS5AC- and
CCSP-/MUCSAC™ positive cells but largely predominated by basal and ciliated cells.
Interestingly, rare cells such as chromogranin A-expressing neuroendocrine cells and tuft cells
were found in our model. Altogether, these features suggest that the generated epithelia
reproduced many features of a fully differentiated bronchiolar epithelium (28). The
physiological relevance of the model was reinforced by similar to in vivo plugs of mucus
evidenced both by Alcian blue and PAS staining, the formation of vortexes of mucociliary
clearance, cilia length and CBF matching with physiological data.

Besides its reproducibility and simplicity, our protocol provides a 2D bronchial epithelium,
unlike other methods that lead to 3D ciliated organoids (8, 10, 11). 2D iALI cultures offers an
affordable model to recapitulate a multicellular bronchiolar epithelium, in which both the

serosal and luminal surfaces are accessible for measurements and manipulation and are



369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

18

amenable to higher complexity, such as the addition of immune cells, but potentially also
smooth muscle and nerves in the future (29). To the best of our knowledge, these three COPD
hiPSC lines are the first described in the literature whereas difficulties could be expected given
the relative circulating CD34 deficiency previously reported (30). Moreover, functional, and
genetically stable one iALl derived from a COPD patient could be kept consistently
differentiated for nearly 400 days at the time of writing. As expected for a disease with
multifactorial genetic susceptibility to environmental triggers (e.g. cigarette smoke), the COPD
hiPSC lines used here did not show any obvious differentiation specificities, but more work is
needed. Whether these cell lines are more susceptible to stress induced by cigarette smoke or
biomass combustion compared with hiPSC lines obtained from individuals without COPD,

especially healthy smokers are worth investigations.

In conclusion, we describe here an easy and reliable method to drive PSC differentiation into
2D multicellular bronchial epithelium. This method is highly reproducible, efficient, does not
require a cell sorting step and is achievable from samples of patients with pulmonary polygenic

diseases or monogenic diseases.
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Figure 1: Workflow of the study protocol: from iPSC generation to iPSC-derived airway

epithelium.

Left panel: recovery of cell source Day 0 to Day 10. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) (a) were

isolated from whole blood sample from healthy and COPD patients. CD34+ subpopulation (b)
was amplified into erythroid progenitor cell (EPC). Fibroblasts were isolated from a skin biopsy
of a PCD patient and amplified in vitro. Middle panel: Cell reprogramming step Day 11 to 40.
EPC or fibroblast were transduced using Sendai virus constructs containing Oct3/4, Sox2, K1f4
and c-Myc. Induced pluripotent cell (IPS) colony were visible at Day 40 (c). Right panel: iPSC
differentiation into airway epithelium, from day 41 to Day 100+ (d).

COPD: chronic obstructive disease; PCD: primary ciliary dyskinesia, EPC: erythroid progenitor

cell.

Figure 2. Adaptation to single-cell culture is required before starting differentiation
(A) Schematic representation of the differentiation protocol. (B) Left: Confluent hiPSC colony
culture passaged in mechanical clumps. Middle: Non-adapted hiPSC cells (<5 single-cell
passages) undergo massive cell death. Right: Adapted cells after serial single-cell passages.
APL: Alkaline Phosphatase staining on hiPSC that were plated at low density and grown for
one week. Hy03 cell line. (C) Left panels: Non-adapted hiPSCs show massive cell apoptosis at
the APS/DE stage. Right panels: Confluent cell layer at the APS/DE step when using adapted
cells, Hy03 cell line. (D) Design of the experiments to optimize the interval between hiPSC
plating and APS induction (two plating densities: 35 000 and 70 000 cells per cm-2). (E) Results
of the optimization experiments based on CXCR4 expression (DE marker). (F) Too low

(35K.cm-2) and too high (140K.cm-2) cell plating density lead to massive cell death or

Page 20 of 59



Page 21 of 59

436

437

438

439

440
441
442
443
444
445
446
447
448

449

450

451

452
453
454
455
456
457

458

21

incomplete OCT4 inhibition, respectively. Optimal cell density (here 70K.cm?) induces strong

OCT4 inhibition and high SOX17 expression (iCODPS cell line).

Figure 3. Differentiation of induced pluripotent stem cells into bronchial airway

epithelium

(A) Morphological changes during the different differentiation steps. Day 0: hiPSC cells plated
as single cells. Day 1: Anterior primitive streak. Day 2-3: Definitive endoderm. Day 4, 6 andS:
Anterior foregut endoderm; red arrows: bud-like structures. Day 9: Lung progenitors after
mechanical clump passage and plating on Transwell inserts. Day 14 (polarization day):
Epithelial layer. Day 42+: Multi-ciliated bronchial epithelial layer. Scale bar 200um. (B)
Quality of DE induction based on CXCR4 expression by flow cytometry analysis in the
different PSC lines used (n=8) (C) Time course of DE induction (n=3, HY03 hiPSC line). (D)
Immunofluorescence analysis of OCT4, SOX17 and FOXA?2 expression in DE cultures derived
from PCD cell line. (E) Quantification of SOX17 and FOXA?2 positive cells as percentage of

all DAPI-positive cells, (n=3, PCD02.30 cell line).

Figure 4. Anterior foregut endoderm characterization

(A) Percentage of NKX2.1-positive cells after VAFE induction in the indicated cell lines.
Undifferentiated hiPSCs: negative control. (B) Expression of NKX2.1, a ventral anterior
foregut endoderm marker, assessed by immunofluorescence (Hy03 cell line). (C) Kinetics of
NKX2.1 expression (n=3, HYO03 cell line). (D) Expression of SOX2 and SOX9. Note, the
presence of SOX2/SOX9 double-positive cells. (E) Analysis of the pluripotency markers
NANOG and OCT4 in hiPSCs (top), definitive endoderm (DE; middle) and ventral anterior

foregut endoderm stage (VAFE; bottom) (Hy03 cell line). (F) Model of hiPSC differentiation
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into the three embryonic layers, emphasizing that NKX2.1 expression in shared by bronchial,
neuroectodermal and thyroid progenitors, the two later being a potential source of cell
contamination in NKX2.1 positive cells during iPSC differentiation into lung progenitors. (G)
Quantitative PCR analysis to assess contamination by thyroid gland (TG), liver (AFP), brain
(PAX6) or intestine (CDX2) and confirm progressive extinction of pluripotency marker OCT4
and NANOG. Positive controls: brain mRNA, gut mRNA, thyroid mRNA, HepG2 (human liver

cancer cell line) mRNA. IPS used for pluripotency control. Scale bar = 20um.

Figure 5. HiPSC-derived bronchial airway epithelium at 45 days of differentiation

(ALI)

(A) Epithelial cells: Optical microscopy image (left panel), and E-cadherin expression (right
panel). iICOPD?9 cell line (B, C) Basal cells: TP63 and KRT5 expression, Hy03 and iCOPD9
cell line, respectively. (D) Multi-ciliated cells: expression of the terminal differentiation marker
TUBIV, iCOPD2 cell line. (E) Rare clusters of CGHA-positive neuroendocrine cells, iCODP9
cell line. (F) Muc5AC-positive goblet cells, iICOPD9 cell line. (G) Immunostaining of CSSP+
club cells and MUCS5AC+ goblet cells in cultures grown without DAPT. Note the presence of
CCSP/MUCSAC double-positive cells, iCODP9 cell line. (H) Dot blot analysis to detect the
presence of MUCSAC in supernatants of one iALI bronchial epithelium culture (derived from
HyO03 cell line) from Day 28 to Day 44. (I) Alcian blue staining and Periodic acid Schiff (PAS),
labelling mucus in supernatants of iCOPD9 culture. (J) CCSP quantification at Day 45 in
supernatants from 1ALI bronchial epithelium cultures derived from the HY03, iCOPD9, and
1COPDS hiPSC lines (K) Quantitative PCR analysis to assess the expression of Foxj1 (ciliated

cells), SFTPB (alveolar cells), CHGA (neuroendocrine cells) and Muc5AC (goblet cells). ALI
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airway epithelium control was obtained from a bronchial biopsy cultured in Lonza BEGM

culture medium Panel Scale bar: 20pm

Figure 6. Multi-ciliated bronchial epithelium and cilia characterization at 45 days of

differentiation

(A) Confocal microscopy analysis of TUBIV (ciliated cell marker) and KRTS5 (basal cell
marker) expression, iCOPD2cell line. (B) Optical microscopy images of ciliated cells used for
cilia length determination, Hy03 cell line. (C) Top left: Scanning electron microscopy (SEM)
image of ciliated cells used for cilia length determination. iCOPD9 cell line. Scale bar 10um.
Right panels: Cilia cross sections by transmission electron microscopy. (D) Determination of
cilia lengths by SEM and optical microscopy according to cell lines. Cilia length measurement
was performed respectively on primary cells in ALI, n=91 by SEM and n=45 by O.M , bronchial
brushing from COPD patients n=141 by O.M , iCOPD2 n=428 by SEM, iCOPD8 n= 98 by
SEM and n=120 by O.M, HY03 n=51 by O.M, iCOPD9 n=66 by O.M. (E) Top: Ciliary beating
frequency map from a movie (500 frames per second), iCOPD2 cell line Scale bar 50um.
Bottom left: Mean ciliary beating frequency distribution. Bottom right: vectors representing the
orientation and celerity of the vortex flow generated by ciliary beating, iCOPDS cell line Scale

bar 20um. Hz=hertz

Supplemental data
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Supplemental Table 1: Baseline characteristics of COPD patients

COPD = chronic obstructive pulmonary disease. FVC = forced vital capacity. FEV1 = forced
expiratory volume, RV= residual volume. GORD = gastro-oesophageal reflux disease, Pa02 =
partial pressure of oxygen. WA ratio= Wall Area ratio. Wall thickness was expressed as a ratio
of the wall thickness to the total airway diameter (WA ratio) and mean value was calculated for
each patient from all the bronchi measured. In this study, quantitatively assessment of
emphysema was assessed by the percentage of low attenuation area (LAA%) divided by lung
or lobe volume(s). A threshold of - 950 Hounsfield Units (HU) was used.

*. other substance abuse included cannabis, intravenous heroin, Subutex misuse (patient
COPD2), and cannabis (patient COPDS).

**. Pulmonary hypertension was diagnosed on transthoracic echocardiography; if abnormal,

right heart catheterization was performed.

Supplemental Table 2: Baseline characteristics of PCD patient

PCD: Primary ciliary dyskinesia. FVC=forced vital capacity. FEV 1=forced expiratory volume.

Supplemental Table 3: Media composition by culture period

Supplemental Table 4: Molecules and used concentration

Supplemental Table S: List of reagents and consumables
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Supplemental Table 6: List and sequences of the primers used for RT-qPCR

Supplemental figure 1. Clinical characteristics of patients.

(A) COPD patients. Left panel: high-resolution inspiratory CT images showing apical
centrilobular, para-septal severe emphysema (column apex). In patients COPD2 and COPDS,
bronchiectasis and increased airway wall thickness could also be observed (column base). Right
panel: rate of change in forced expiratory volume in 1 second (FEV1) over the years since
diagnosis. Loss of lung function (% change from baseline) seems more accelerated in COPD
patients in this study, around 20 to 30% during the follow up. The mean rate of FEV1 decline
in iCOPD2, iCOPDS8 and iCOPD9 was respectively 40 mL/year, 83 mL/year, 65 mL/year. (B)
PCD patient. Top-left panel: segregation analysis from the studied family demonstrating
recessive inheritance of the CCDC40 mutations. Proband was compound heterozygous for
Coiled-Coil Domain Containing 40 (CCDC40) gene, carrying two mutations,
[c.1116 1117delCT (Exon 7) and ¢.3180 + 1G > A (Intron 19)]. The parents were found to
be carriers, segregation analysis showed that c.1116 1117delCT (Exon 7) mutation was
inherited from the father and that the mutation ¢.3180 + 1G > A (Intron 19) was inherited
from the mother. Her affected sibling was also carrying both CCDC40 mutations. No
consanguinity has been reported in this family. Top-right panel: clinical details for the family
are shown in the table. Proband exhibited severe rhinosinusitis affection, exacerbations due to
bronchiectasis disease and infertility. Her sibling, died prematurely due to congenital heart
disease with heterotaxia, comprising transposition of the great arteries (TGA), single ventricle,
pulmonary stenosis and dextrocardia. He also suffered from airway ciliary dysfunction. Lower

panel: lung computer tomography (CT) scan of the PCD patient. Bronchiectasis can be
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identified on inspiratory CT images (a), present mainly in the middle lobe (b). There were
thickening of the airway wall (¢), central mucous plugs (d) and some area of lung consolidation
(e). Small airway disease was illustrated by impaction in bronchioles and small nodules (f);

however, expiratory CT image did not demonstrate areas of air trapping (data not shown).

Supplemental Figure 2: Genetic integrity of the hiPSC lines used for differentiation into
iIALI bronchial epithelia

(A) Genomic integrity evaluation of the hiPSC lines using the i1CS-digital test (18). Copy
number variation analysis using droplet digital PCR and DNA extracted from the different
hiPSC lines in culture (iCOPDS8, iCOPD9, iCOPD2, PCD02.30 and HYO03). All the hiPSC lines
remained euploids, except iCOPD2 (clone A13) that displayed a copy number gain on

chromosome 20q at mechanical passage 70 and clumps passage 3 (M70CL3) and was therefore

later on discarded. Error bars indicate the Poisson distribution (95% confidence intervals).

(B) Same analysis, using the iCS-digital Aneuploidy test to screen the 23 chromosomes in one

1ALI bronchial epithelium culture that was maintained for twelve months in culture.

Supplemental Figure 3 NKX2.1 and CXCR4 FACS gating strategy

(A) Gating strategy for the isolation of CXCR4 positive cells.

Flow cytometry gating strategy to viable CXCR4 cell subsets at the Definitive endoderm stage.
Staining of single-cell solutions using isotype and CXCR4 conjugated antibodies and analysis
by flow cytometry. (A-C) Gating strategy to exclude doublet (B) and isolate real single-cell unit

(C). Among single cells, live cells were selected on absence of Zombie violet staining (D). (E)
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CXCR4 expression of cells compared to isotype control on PE staining (B) Gating strategy for
the isolation of NKX2.1 positive cells.

(A) Flow cytometry gating strategy to viable NKX2.1 cell subset at the Anterior Foregut
Endoderm stage. Staining of single-cell solutions using different unconjugated antibody and
analysis by flow cytometry. (A-C) Gating strategy to exclude doublet and isolate real single-
cell unit. (D) Among single cells, live cells were selected on absence of Zombie violet staining

(E) NKX2.1 expression of cells compared to isotype control on Alexa 488 staining.

Supplemental Figure 4. Characterization of v-AFE progenitors SOX9 expression and

time course expression of NKX2.1 during v-AFE induction.

(A) Kinetic expression of NKX2.1 by immunostaining during v-AFE induction, in Hy03 cell
line. Note increasing expression during the time course. Scale bar: 20um.

(B) Immunostaining of Hy03 -derived v-AFE cells for SOX9 (green) nuclear proteins. during
v-AFE stage. Scale bars: 20 um.

(C) Immunolabelling of Hy03 cell line v-AFE stage for NKX2.1 (orange) and ki67 (green).
Nuclei counterstained with DAPI.

(D) Immunofluorescence of v-aFE stage showing no contamination by AFP positive (liver)
cells (PCDO02.30 cell line). These results were available for all the others iPSC cell lines (data
not shown). HepG2 hepatoma cell line was used as positive control, characterized by AFP

expression (red). Scale bar 50um.

Supplemental Figure 5: iALI

(A) Electron microscopy of hiPSC derived airway epithelium grown at an air—liquid interface

(1ALI) after 45 days of differentiation (iICOPD2 and iCOPD?9 cell lines).
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Column 1: Transmission Electron Microscopy of mature epithelium. Top: presence of two
contiguous ciliated cells. Red arrows head show epithelial features highlighted by tight junction
and desmosomes. Bottom: at the apical pole, red stars parts of cilia section.

Column 2: Scanning electron microscopy of epithelial layer. Top: goblet cell layer; middle: red
arrows indicate cilia of multiciliated cell and orange ones indicate mucus globules. Bottom: red
asterisks show microvilli. Orange arrow indicate cluster of mucus. Red arrow exhibit
multiciliated cells. Scale bar is 10 um.

(B) Tight-junction integrity during the course of culturing was assessed by measuring the
TEER. At least three inserts were analysed at each point of the time course and the data
represents the mean +/- SD (iCOPD9 cell line).

(C) Colocalization of two colours confocal image of CCSP/MUCS5AC. MUCSAC protein (red)
colocalizes with CCSP protein (green) at day 14 of ALIL Orthogonal views (XY, XZ, YZ)
illustrating colocalization of CCSP and MUCS5AC. Colocalization is visible as a yellow colour.
iCDOPO cell line. Scale bar is 20 pm.

(D) Multiciliated cell characterization using DNAHS5 and TUBIV antibody. DNAHS
immunolabelling exhibit an axoneme in iCOPD9 cell line (left panel). TUBIV
immunofluorescence show only a cilia staining (middle). Merge of DNAHS and TUBIV

staining (right panel), iCODP9 cell line. Scale bar is 10 um.

Supplemental Movie 1: iALI bronchial epithelium obtained from the iCOP9 hiPSC cell

line (X20)
Cilia beating was clearly visible on this video from iCOPD9 at Day 45. Acquisition was

performed with inverted microscopy during cell culture routine check-up. The video represents
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cells that have been dissociated, before passaging cells into another coated Transwell.

Dissociation was performed using Trypsin 10 minutes at 37°.

Supplemental Movie 2: iALI bronchial epithelium obtained from the iCOPDS8 hiPSC

cell line (X40)

This acquisition was used for biophysics analysis i.e. Ciliary Beat Frequency (CBF).

The video was recorded at 500 frames per second. This video includes 1500 frames.

Supplemental Movie 3: iALI bronchial epithelium obtained from the iCOPD9 hiPSC

cell line and with live immunofluorescence for TubIV

Supplemental Information: Supplemental Methods and Supplemental Clinical data
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Supplemental Information

Includes supplemental clinical data and supplemental methods.

Supplemental Clinical Data
Supplemental information of PCD and COPD history

COPD patient’s characteristics and history

Patients with severe COPD were recruited in the framework of the INVECCO project. Patients exhibited normal
blood level of a-1 anti-trypsin and none of them carried any TERT mutations, to avoid any monogenic form of
COPD.

Early onset of disease was suggested by early onset of symptoms, at an average age of 35 years.

Disease was revealed by dyspnea, pneumothorax or acute exacerbation. The average time between COPD
diagnosis and first symptoms was 12 years. Familial history of COPD at first degree was found in 2 out of the 3
patients. All of them were at least GOLD stage 3. Environmental exposures were characterized by early and heavy
active tobacco exposure, and all of them had in utero exposure to tobacco and second-hand smoke in early
childhood. The average smoking history was 50 pack-years (range, 30—75). Others toxic consumption such as
cannabis and parenteral heroin were also reported, in agreement with the literature that already reported an
association with severe emphysema 1. The dyspnea was severe, requiring long term home supplemental oxygen
support for 2 patients. No cardiovascular, diabetes, cancer or pulmonary hypertension comorbidities was
described, but they usually had severe osteoporosis despite their young age. 2 of 3 COPD patients had spontaneous
pneumothorax, recurrent for both. Notably, 2 of 3 individuals suffered of three or more exacerbations per year
requiring hospitalization. All three patients received at baseline long-acting beta2-agonist (LABA) and anti-
cholinergic (LAMA) drugs but not inhaled corticosteroid (ICS). Clinical course is detailed in Supplemental
information for the three patients. Chest CT scans showed severe apical centrilobular emphysema destruction,
basal bronchiectasis and increased wall thickness (figure 1A, left panel). Lung function fast declined in these
COPD patients. Mean level of change in FEV1 (ml/yr.) was —25.3 (SD, 43.3) ml/year (figure 1A, right panel).
Diagnosis was established on respiratory symptoms, in the context of severe sibling PCD. She presented mild lung

phenotype disease with normal lung function at baseline, with less than 1 exacerbation per year, rhinosinusitis,



and infertility (Table 2). Segregation analysis and clinical features in the family is detailed in figure 1B, top panel.

CT scan mainly showed bronchiectasis and mucous plug impactions (figure 1B, bottom panel).

At the time of the inclusion, all the patients of the COPD group were on a lung transplantation waiting list. At the
time of the manuscript submission, iCOPD2 patient was admitted in intensive care unit for a severe COPD
exacerbation requiring mechanical ventilation. iCOPDS patient declined lung transplantation. iCOPD9 patient was
programmed to undergo single lung transplantation (pre-transplant pleurodesis due to iterative pneumothorax).
The lung transplant project was stalled because of overweight for more than 24 months. Unfortunately, a localized
lung adenocarcinoma was recently discovered. The patient will be proposed to undergo bronchoscopic lung

volume reduction due the severe emphysema phenotype.

PCD patient clinical characteristics and history with disease-causing variants in CCDC40

The healthy control aged 41 at inclusion had normal lung function and suffered no respiratory symptoms from
childhood and had no familial history of any chronic airway disease. PCD patient was a non-smoker female 34
years old at inclusion (Table 2). Disease was associated with bi allelic mutations in Coiled-Coil Domain
Containing 40 (CCDC40) gene [c.1116 1117delCT (Exon 7) and ¢.3180+ 1G> A (Intron 19)] (figure 1B, top
panel). Diagnosis was established on respiratory symptoms, in the context of severe sibling PCD. She presented
mild lung phenotype disease with normal lung function at baseline, with less than 1 exacerbation per year,
rhinosinusitis, and infertility (Table 2). Segregation analysis and clinical features in the family is detailed in
figure 1B, top panel. CT scan mainly showed bronchiectasis and mucous plug impactions (figure 1B, bottom

panel). Clinical course is described in Supplemental information.

Proband was included in this study at the age of 34 years old. She presented symptoms since the childhood, mainly
represented by sinusitis and lung exacerbations. The annual rate of exacerbations was lower than 2/year, and no
one lead to hospitalization. Decline of lung function was observed during the follow up, from normal lung volumes
to a decrease of 50% of FEV1 at the time of manuscript submission. She also suffers from infertility, no ectopic
pregnancy neither miscarriage occurred. Successful pregnancy was achieved by in vitro fertilization with oocyte

donation.

Supplemental Methods
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Live imaging

Cells were incubated in culture medium containing 1puM SiR-tubulin and verapamil (SiR-tubulin kit, Spirochrome)
at 37°C for 60 min. Live images were acquired using a two-photon microscope LSM 7 MP OPO (Zeiss, France)
with an upright Axio Examiner Z.1 optical microscope associated with a femtosecond Ti: sapphire laser (680—
1080 nm,80 MHz, 140 fs, Chameleon Ultra II, Coherent, France) pumping a tuneable OPOs (1000—1500 nm, 80
MHz, 200 fs, Chameleon Compact OPO, Coherent, France) (Software Zen Ver. 2012). A x20 water immersion
objective (W Plan Apochromat DIC VIS-IR) was used for time-lapse image acquisition with the following
characteristics: 300x300 pixels (141,7 x141,7 pm) frame size, scan speed (Pixel Time 1.34 ps, Frame Time 0.14
s), time-lapse of 16.55 s (55 frames), OPO excitation wavelength of 1097 nm, and narrow band pass filter at 650-

705 nm in front of one of the detectors to detect the fluorescence.

Determination of Cilia Beating Frequency (CBF) and flow velocity

In each experiment, more than 50 ciliated cells corresponding to more than 10 000 pixels/ movie and 100

trajectories in each hiPSC line, were analysed for calculating the CBF and flow velocity, respectively.

CBF
All the samples were observed immediately after taking out of the incubators to keep a condition of 5% CO?2 at

37°C. CBF were determined for Hy03, iCOPD?2, 8 & 9 cell lines, for at least 2 independently experiments.

The mean ciliary beat frequency was determined from videos obtained with an inverted optical microscope in
bright field (Leica DMI 3000 B), equipped with a x63 objective (N.A. 0.7) and with a high speed camera (Photron
Fastcam PCI 1024), at 37°C and 5% CO2. Ciliary motions were recorded at 500 fps for 3 seconds. Analysis of
CBF was processed on 280um square region of interest. The periodic variation in intensity of pixels located on
the path of beating cilia are used to infer the beating frequency. For each pixel, the power spectrum (squared FFT
(Fast Fourier Transform) versus frequency) shows a peak (maximum occurring periodicity) which is taken as the
beating frequency. For each recording, the frequencies are mapped, and their histogram is fitted by a Gaussian

distribution to determine the mean beating frequency and its standard deviation.

Mucous flow velocity




Dead cells embedded in the mucus are tracked and their trajectories are used to describe the mucus flow. Movies
were obtained under a Leica microscope with an objective x40 or x63, and using a high-speed camera (Photron

Fastcam PCI 1024) at 60 or 125 fps for a total of 1536 frames per recordings (12 s at 125 fps or 25 s at 60 fps).

Dead cells tracking was performed using the trackpy library in Python (version 0.3.2; Allan, 2016 DOI

10.5281/zeno0do.60550). For each tracked dead cell, velocities computed on 10-frames-long portions of its

trajectory are represented in a histogram. The velocity corresponding to the maximum of this histogram is taken
as the estimated dead cell velocity. Fig.7E is a map of the dead cells trajectories, the colour code corresponding to

the estimated flow velocity.

Estimated flow velocity of dead cells was approximately 2.2 +/- 4.3 pm/s in iCOPD8 hiPSC derived airway
epithelium and 38 + 28 um/s in iCOPD9. Experiments were performed using hiPSC (iCOPDS, iCOPD?9 cell lines)
on 3 wells per cell line. Normal human bronchial epithelial cell (NHBEC) were used as control. Normal human
bronchial epithelial cell (NHBEC) were used as control. Range of mucous flow velocity of HBECs was between

[0-50 pmy/s].

Genomic stability

Genomic stability was assessed by detection of recurrent genetic abnormalities in hPSCs using the droplet digital

PCR technology, provided as a service by Stem Genomics, as described previously 8.

Cytospin preparation
Cells were dissociated to single cells to reach a density of 500 000 cells/ml. 60 pl of cell suspension was dropped

on cytospin slides that were centrifuged at 500 rpm for 5 min. Then, cells were fixed in cold acetone at -20°C for

10 min. Excess acetone was removed, and dry slides were stored at 4°C.

Immunofluorescence and phosphatase alkaline activity

Samples were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) at room temperature (RT) for 15 min, and then permeabilized
with PBS containing 0.5% Triton X-100 for 15 min. Cells were blocked with 10% of donkey serum in PBS

containing 1% BSA and 0.1% Triton X-100 at RT for 60 min. Primary and then secondary antibodies were diluted
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in 1% BSA/0.1% Triton X-100/PBS. Samples were incubated with primary antibodies at 4°C overnight and with
secondary antibodies at RT in the dark for 60 min. Nuclei were stained with DAPI (1:5000) for 3 min and then
samples were mounted in ProLong Gold (Thermo Fisher) and stored in the dark at RT. A Zeiss microscope

(LMS700) was used for image acquisition and data were analysed with ImageJ (v1.521).

Phosphatase alkaline activity was assessed using the ScienCell Research Laboratories (#8288) kit following the

manufacturer’s instructions.

Scanning Electron Microscopy (SEM)

Transwell inserts were fixed with 2.5% glutaraldehyde in PHEM buffer (pH 7.2) at RT for 60 min, followed by
washes in PHEM buffer. Fixed inserts were dehydrated in increasing concentrations of ethanol, from 30 to 100%.
Samples were immersed in ethanol — hexamethyldisilazane (HMDS) solution for 10 min and then in HMDS alone.
Transwell inserts were sputter coated with a 10nm-thick gold film and analysed with a scanning electron
microscope (Hitachi S4000; MRI facility, INM Montpellier France) using a lens detector with an acceleration

voltage of 10KV at calibrated magnifications.

Transmission Electron Microscopy (TEM)

Transwell inserts were fixed in 2.5% glutaraldehyde/PHEM buffer (1X, pH 7.4) at 4°C overnight. Samples were
rinsed with PHEM buffer and post-fixed in 0.5% osmic acid/0.8% potassium ferrocyanide in the dark at RT for
2h. Inserts were washed in PHEM buffer twice, and then dehydrated in a graded series of ethanol solutions (from
30 to 100%). Samples were embedded in EmBed 812 using an Automated Microwave Tissue Processor for
Electronic Microscopy (Leica EM AMW). Thin sections (70 nm; Leica-Reichert Ultracut E) were collected at
different points. Sections were then stained with 1.5% uranyl acetate/70% ethanol/lead citrate and observed using

a Tecnai F20 transmission electron microscope at 120KV (MRI facility, INM Montpellier France).

Cilia length determination

Cilia length was measured using the line measurement tool in ImageJ on SEM or Optical microscopic images. To

limit measurement bias, only whole flat cilia parallel to the plane of focus were analysed. Angled cilia or cilia with



incomplete visible part were excluded. Cilia length was assessed by the average of three measurements !. At least

20 ciliated cells were measured to determine the average ciliary length.

Flow cytometry analysis

For extracellular CXCR4 staining, cells were first incubated with Zombie violet (1:1000, Biolegend) to
differentiate between live and dead cells at RT in the dark for 15 min. Cell pellets were then incubated with an
anti-CXCR4 conjugated to PE antibody (Mouse PE, 1:200, BD Biosciences) or its isotype control at 4°C for 30
min.

For intracellular NKX2.1 staining, after staining with Zombie violet to assess cell viability, cells were fixed in
0.5% PFA/PBS at RT for 10 min. Cells were blocked and permeabilized by incubation with 1X saponin (10X,
Thermo Fisher) and 10% donkey serum (Sigma) in MilliQ water at RT for 20 min. Then, cells were incubated
with unconjugated anti-NKX2.1 primary antibody (rabbit, 1:1000, Abcam) at RT for 30min followed by an
AlexaFluor 488 secondary antibody (donkey anti-rabbit, 1:3000, Life technologies) at RT in the dark for 60min.
Antibodies were diluted in MilliQ water/1X saponin. All acquisitions were done on a Beckman Coulter Gallios
cytometer and data were analysed with the Kaluza software. The detailed cytometer gating strategy is described

in Supplemental figure S3.

RT-qPCR analysis

Reverse transcription (RT) was performed using SuperScript™ First-Strand Synthesis System (ref 11904-018,
Invitrogen) as recommended by the manufacturer in 20 pL reaction volume that included 1 ug RNA (extracted
with RNeasy Mini Kit, ref 74106, Qiagen), Superscript I RT, oligo-dT primer, dNTP mixture, MgCl,, 0.1 M DTT
and RNase inhibitor. Quantitative PCR (qPCR) was then performed using the LightCycler® 480 SYBR Green I
Master (04707516001, Roche) with 2 ul of the RT reaction product (1:20 dilution) and 0.5ul of each primer diluted
at 10uM (Integrated DNA Technologies IDT) in a total volume of 10 pl. PCR amplifications were carried out
using a LightCycler 480 apparatus and the following programme: 1 cycle of 95°C for 10s; 40 cycles of 95°C for
10s, 60°C for 15s; 72°C for 15s, 1 cycle 95°C for 5s, 65°C for 1min, 97°C forever. Gene expression levels were
normalised to the expression of the housekeeping gene GAPDH, using the following formula: 2-22¢t where AACt

= ACtunknown - ACt positive control. Each sample was analysed in duplicate and multiple controls were included.
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Primary Human Bronchial Epithelial Cells (HBECs) cultivated in ALI culture conditions were used as lung
positive control. Contamination from other layers was assessed using control samples: liver (HepG2 cells), thyroid
(Thermo Fisher Scientific, cat no. QS0631), brain (Thermo Fisher Scientific, cat no. QS0611), and colon (Thermo

Fisher Scientific, cat no. QS0613) total RNA. Primer sequences are shown in Supplementary table 4.

Quantification of SGB1A1 and MUCS5AC secretion

Apical secretions were gently collected with a micropipette and stored at -80°C°C, for a maximum of one month.
Typically, to collect the secretions for one culture transwell, we performed an apical wash with 200uL of PBS
warmed at room temperature. One up and down pipetting was performed to collect PBS, that also allows some

mucus to detach. SGB1A1 and MUC5AC were quantified from these samples.

SCGBI1A1 and MUCS5AC secretions were measured in a dot blot assay using primary antibodies (anti Muc5Ac
(45M1); ThermoFisher Scientific or Club Cell Protein rabbit polyclonal antibody ; Biovendor). Apical lavages
were spotted onto a nitrocellulose membrane. The membrane was then incubated in Odyssey blocking solution.
After washing, the membrane was incubated with primary antibodies at room temperature for 2 hours. Secondary
fluorescent anti-mouse and anti-rabbit antibodies was then added to the membrane. Positive signals were detected

using an Odyssey imager. Optical densities were measured with Alphaview software.

For MUCS5AC detection: apical lavages from Day 28 to Day 46 of one iALI bronchial epithelium culture (derived
from Hy03, iCOPDS8 and iCOPD9Y) were spotted onto a nitrocellulose membrane. Negative controls (PBS and ALI
medium) and positive controls (supernatants of ALI culture bronchial epithelium from biopsies) were added to
check the specificity of the experiment. Supernatant of hiPSC at Day 0 was spotted to confirm the lack of

MUCS5AC secretion.

For SCGB1AL1 detection: supernatants of iALI bronchial epithelium cultures derived from the HY03, iCOPD9,
and iCOPDS8 hiPSC cell lines were spotted. Negative control (PBS) and positive control (supernatant of ALI
culture bronchial epithelium from biopsies) were added to check the specificity of the experiment. 0.625 to Sng of

Recombinant human Club Cell protein (Biovendor) were used as standard range to quantify SCGB1A1 secretion.



TEER measurement

TEER: Epithelial monolayer integrity was assessed by trans-epithelial electrical resistance (TEER) using WPI
EVOM2 Model with STX2 electrode. Measurements were done on transwell devices with 1ml of PneumaCult-
ALI Medium in the basolateral chamber and 300l of PBS calcium, magnesium (Gibco, cat no 14040083) at the
top. The measurement process consists on measuring the blank TEER (TEERp ank) of the semipermeable
membrane only coated with Geltrex and without cells. Total TEER (TEERtoraL) Was a measure of the resistance
across the cell layer on the insert semipermeable membrane. The real TEER of the epithelial cell was calculated
with the following formula TEER cell layer () = TEERtorar — TEERpaANnk. TEER cell layer (Q) was then

multiplicated per the area of the insert (1.12cm?) to obtain final TEER in Q.cm?.
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Supplemental Table 1: Baseline characteristics of COPD patients

COPD2 COPDS8 COPDY
Age (years) 52 46 54
Sex F M M
Body-mass index (kg/m2) 30 24 32
Smoking
Current/ Ex-smoker Current Ex-smoker Ex-smoker
Pack-year history 45 30 75
Age of beginning (years) 14 18 24
Others toxic * Yes Yes No
Pulmonary function and symptoms
Age of diagnosis 48 43 49
Age at onset of first symptoms (years) 40 30 35
In utero smoking exposure Yes Yes Yes
Premature birth No No Yes
Familial history of CODP/emphysema Yes No Yes
Increased dyspnea Yes Yes Yes
Increased cough Yes No Yes
Medical Research Council dyspnea scale 4 1 4
Lung function
FEV (L) 0.35 1.19 0.97
FEV (%) 14 34 30
FEVI1/FVC ratio (%) 32 25 36
RV (L) 4.39 3.21 4.72
RV (%) 244 156 213
DLCO (%) 30 41 35
Medication
Long acting 2 agonist Yes Yes Yes
Long-acting muscarinic antagonist Yes Yes Yes
Inhaled corticosteroid No No No
Use of benzodiazepine Yes Yes Yes
Azithromycin Yes No No
Clinical findings
Oxygen supply (L/min) 1 0 3
BODE index 6 3 6
Exacerbation rate in previous 12 months 3 3 1
Pneumothorax No Yes Yes
Osteoporosis Yes No Yes
Pulmonary hypertension** No No No
Coronary Artery Disease No No No
Lung cancer No No No
Type 2 diabetes No No No
GORD Yes Yes Yes
Anxiety/Depression Yes/No Yes/Yes Yes/Yes
Blood test
Eosinophils (1079 cells per L) 150 N.A 810
Eosinophils (% total WBC) 24 N.A 5.9
ol anti trypsin (g/1) 1.16 1.37 1.1
Pa02 (mmHg, ambiant air) 62 82 76.6
PaC02 (mmHg, ambiant air) 48.8 32.6 44.4
CT scan
Emphysema (wall lung) % 18.4 12.99 31.95
WA ratio mean (min-max) 59.75 (48.1-68.1) 57 (44.9-69) 68.2 (57.7-77.1)




Supplemental Table 2: Baseline characteristics of PCD patient
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PCD patient
Age (years) 30
Sex F
Smoking No
Baseline medical history
Age at onset of first symptoms (years) > 2 years
Familial history of pulmonary disease Yes
Chronic productive cough Yes
Medical Research Council dyspnea scale 2
Fertility problems Yes
Situs Inversus No
Chronic Otitis Media No
Rate of exacerbations (per year) 1
PCD-related hospitalizations No
Chronic nose symptoms Yes
Retinitis pigmentosa No
Kidney problems No
Gastrointestinal problems No
Surgical interventions related to PCD No
Non-PCD-related comorbidities No
Diagnosis
Nasal NO N.A

Genetic analysis

Lung function

FEV (L)

FEV (%)
FEVI1/FVC ratio (%)
DLCO (%)

Pa02 (mmHg)

Medication

Long acting 2 agonist
Long-acting muscarinic antagonist
Inhaled corticosteroid
Azithromycin

Physiotherapy

Oxygen supplementation

Imaging findings
Bronchiectasis

Atelectasis

Infiltrations

Lobar collapse

Mucus plugging

Location of bronchiectasis
Pansinusitis

Microbiology

Heterozygous mutations CCD40 gene

1,91
69
75
80
72

Yes
No
No
No
Yes
No

Yes
No
Yes
No
Yes
Middle lobe
Yes

No chronic colonization
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Supplemental Table 3: Media composition by culture period

Media Induced Pluripotent Anterior Primitive Definitive Endoderm Anterior Foregut Lun% Lun.g Alr.way
Stem cells Streak Endoderm Progenitor Epithelium
Days Day O Day 1 Day 2-3 Day 4-8 Day 9-10 Day 11-42+
Essential 8 Medium RPMI 1640 RPMI 1640 RPMI 1640 PneumacCult-Ex Plus PneumacCult-ALI
Penicillin-Streptomycin 1x B27 supplement (50x), 1x B27 supplement (50x), 1x B27 supplement (50x), Medium* Medium**
Basal media (10,000 U/mL) 1% minus vitamin A minus vitamin A minus vitamin A Penicillin- Penicillin-
Penicillin-Streptomycin Penicillin-Streptomycin Penicillin-Streptomycin Streptomycin (10,000 Streptomycin
(10,000 U/mL) 1% (10,000 U/mL) 1% (10,000 U/mL) 1% U/mL) 1% (10,000 U/mL) 1%
Add the day of +10uM Y-27632 +10uM Y-27632 +10uM Y-27632 No cytokines No cytokines 10 uM DAPT from
use + Activin A 100ng/ml + Activin A 100ng/ml day 28 to day 42

+ CHIR99021 3uM

+ LDN-193189 250nM


https://www.linguee.fr/anglais-francais/traduction/extemporaneous+preparation.html

Supplemental Table 4: Molecules and used concentration

Growth Stock Final
Factor Concentration Concentration
Activin A 50 pg/ml 100 ng/ml
Y-27632 5mM 10 UM
CHIR99021 3mM 3uM
LDN-193189 450 uM 250 nM
DAPT 10 mM 10 uM
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Supplemental Table 5: list of reagents and consumables

REAGENT SOURCE IDENTIFIER
Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

Geltrex LDEV-Free, hESC-Qualified, Reduced Thermo Fisher A1413301
Growth Factor Basement Membrane Matrix

StemSpan SFEM 11 Stemcell 09605
StemSpan Erythroid Expansion Supplement Stemcell 02692
Sodium Butyrate, Stemcell 72242
CytoTuneTM —iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit ~ Thermo Fisher A16517

B27 supplement (50x), minus vitamin A Thermo Fisher 12587010
Y-27632 dihydrochloride Tocris 1254
CHIR-99021 Sigma SML1046-5MG
LDN-193189 Miltenyi biotec 130-103-925
DAPT Tocris 2634/10
Activin A Peprotech AF-120-14E
Permeabilization Buffer (10X) Thermo Fisher 00-8333-56
Triton X-100 (laboratory grade) Sigma X100-5ML
Bovine Serum Albumin Sigma A7906-100G
ProLong Gold Antifade Mountant Thermo Fisher P36930
Donkey serum Sigma D9663-10ML
Goat serum Sigma G9023-5ML
DAPI Sigma D9542-5MG
CryoStor CS10 Stemcell 07930
Zombie Violet Fixable Viability Kit BioLegend 423113
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) Thermo Fisher 15140122
Versene Solution Thermo Fisher 15040033
Glutaraldehyde (25%) Deltamicroscopies 16210
Paraformaldehyde (10%) Deltamicroscopies 15712

Oligonucleotide primers

RNA controls
Human lung
Human thyroid
Human heart
Human colon
Human liver
Human brain

Antibodies (dilution)

Donkey anti-rabbit IgG AlexaFluor 488 (1:1000)
Donkey anti-mouse IgG AlexaFluor 555 (1:1000)
Donkey anti-goat IgG AlexaFluor 647 (1:1000)
Mouse anti-CXCR4 (PE) (1:200)
Mouse IgG2a, (PE) (1:200)

Mouse anti-AFP (1:200)

Mouse anti-Mucin 5AC (1:200)
Mouse anti-SOX2 (1:100)

Rabbit anti-SOX9 (1:1000)

Mouse anti-B-Tubulin IV (1:200)
Rabbit anti-DNAHS (1:200)

Rabbit anti E-cadherin (1:200)
Rabbit anti-Oct 4 (1:250)

Rabbit anti-NANOG (7:200)

Rabbit anti-CCSP (1:1000)

Rabbit anti-TTF1 (NKX2.1)

IF: 1:200/FCM 1:1000

Mouse anti-Chromogranin A (1:200)
Rabbit anti-Ki67 (1:200)

Goat anti-SOX17 (1:150)

Goat anti-FOXA2 (1:150)
SiR-tubulin

Software and Algorithms
GraphPad

Image]

Inkscape

Alphaview sofware

Zen2.3

Kaluza Analysis

Kaluza for Gallios Acquisition

Flow Cytometer (FCM)

Confocal Microscopy

Odyssey imaging system

Scanning electron microscopy
Optical microscopy

Integrated DNA Technologies (IDT)

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Life technologies

Life technologies

Life technologies

BD Biosciences

BD Biosciences

Sigma

Abcam

Abcam

Abcam

Sigma

Sigma

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Abcam

BioVendor

Abcam

Abcam

Abcam

R&D Systems
R&D Systems
Spirochrome AG

Prism

National Institutes of Health
Free Software Foundation
Protein simple

Carl Zeiss Microscopy
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter

Zeiss

LI-COR

Hitachi

Leica

See Table S4 - List and sequences of the
primers used for RT-qPCR

QS0618
QS0631
QS0614
QS0613
QS0617
QS0611

A21206
A31570
A21447
557145
556653
A8452
ab3649
ab79351
ab185230
T7941
HPA037470
sc-7870
sc-9081
ab80892
Rd181022220
ab76013

ab715
ab15580
af1924
af2400
SC002

Version 6.01
Version 1.52i
Version 3
Version 3.4.0.0
Version 4.03
Version 2.1
Version 1.0
Gallios
LMS700

Odyssey 9120 Model

54000

DMil Model/MC170HD camera



Supplemental Table 5: list of reagents and consumables

Others

Essential 8 Medium

DMEM/F-12, GlutaMAX Supplement

RPMI 1640 Medium

PneumaCult-Ex Plus Medium
PneumaCult-ALI Medium

PBS,pH 7.2

SuperScript™ First-Strand Synthesis System
RNeasy Micro Kit

RNeasy Mini Kit

LightCycler® 480 SYBR Green I Master
Alkaline Phosphatase Staining Assay (Red)
Alcian blue solution

Periodic Acid — Schiff kit

0.4 um Pore Polyester Membrane Insert ()12 mm)
TEER device

Thermo Fisher
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Stemcell
Stemcell

Gibco
Invitrogen
Qiagen

Qiagen

Roche
ScienCell Research Laboratories
Merck Millipore
Merck Millipore
Corning

WPI

A1517001
31331093
21875034
05040

05001
20012019
11904-018
74004

74106
04707516001
8288
1016470500
1016460001
3460
EVOM2 Model/ STX2 electrode
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Supplemental Table 6: list of PCR primers

Name Size  Sequences

GAPDH _F 22 GAC CTG ACCTGC CGT CTA GAA A
GAPDH R 21 CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA
OCT4_F 22 GGG CTC TCC CAT GCATTC AAAC
OCT4 R 22 CACCTT CCCTCC AACCAGTIGC
NANOG F 21 TGA TTT GTG GGC CTG AAG AAA
NANOG R 21 GAG GCA TCT CAG CAG AAG ACA

AFP F 25 CTA CCT GCCTTT CTG GAA GAACTTT
AFP R 22 GAT CGA TGC TGG AGT GGG CTTT
TG_F 20 ACG GTT CCT CGC AGT TCA AT

TG R 20 GCA GCT TGG AAC ATA GGG GT

CDX2 F 22 ACA GTC GCT ACATCA CCATCCG
CDX2 R 22 CCT CTC CTT TGC TCT GCG GTIT C
PAX6 F 19 TCT TTG CIT GGG AAATCC G

PAX6 R 21 CTG CCC GTT CAA CAT CCT TAG
CHGA_F 20 CGG ATC CTT TCC ATT CTG AG
CHGA R 20 ACCGCT GTGTTIT CIT CTG CT
SFTPB F 22 TCT GAG TGC CAC CTCTGC ATG T
SFTPB R 22 TGG AGC ATT GCC TGT GGT ATG G
FOXJ1 F 22 GAG ACA GGT TGT GGC GGATTG A
FOXJ1 R 22 ACT CGT ATG CCA CGCTCATCT G
MUCSAC F 20 CAT CTG CCA GCT GAT TCT GA
MUCSAC R 20 AAG ACG CAG CCCTCA TAG AA
CCSP_F 20 CAT GAA ACT CGC TGT CAC CC
CCSP_R 20 GAT GAC ACG CTG AAA GCT CG
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Modélisation de I’épithélium bronchique par les cellules souches pluripotentes induites
humaines (hiPSCs)

Rationnel

Les cellules souches humaines pluripotentes induites (hiPSCs) offrent une opportunité sans
précédent de modéliser le développement humain normal et pathologique de I’appareil
respiratoire. La production in vitro de maniere reproductible et en large quantité d'épithélium
bronchique humain a partir d’hiPSCs est un objectif clé pour le criblage de médicaments a haut
débit. Cette technologie permettra d’identifier de nouvelles cibles dans les maladies pulmonaires
chroniques, en particulier la bronchopathie pulmonaire chronique obstructive (BPCO). Ce projet
a pour objectif de modéliser in vitro les trajectoires de la BPCO, en lien avec une origine
développementale et/ou une susceptibilité au tabac.

Méthodes

Nous avons mis au point un protocole de différenciation bronchique des hiPSCs, reprogrammeées
a partir de sang de patients sains ou malades. La différenciation dirigée de ces hiPSCs a permis de
récapituler le développement pulmonaire par biomimétisme : gastrulation (Anterior Primitive
Streak -APS), feuillet endodermique (Definitive Endoderm -DE), intestin antérieur primitif
(Anterior Foregut Endoderm) et sa spécification (Ventralized AFE) en progeéniteurs bronchiques
NKX2.1+. Ces derniers ont ensuite été différenciés en interface air-liquide (iALI), afin d’obtenir
un ¢épithélium bronchique (1ALI). La maturité et la fonctionnalité de I’1ALI ont été évaluées par la
caractérisation des sous-types cellulaires, la fonction ciliaire, la synthése de protéines issues des
cellules sécrétoires.

Résultats

La reprogrammation des cellules sanguines par transduction virale (Sendai) a été obtenue pour un
patient sain et trois patients atteints d’une forme précoce et sévere de BPCO. La pureté moyenne
des cellules aux stades DE et v-AFE était de 80%, évaluées par cytométrie en flux de CXCR4 et
NKX2.1. La maturation des progéniteurs bronchiques NKX2.1 en ALI a permis d’obtenir en 4
semaines un épithélium bronchique mature et fonctionnel (iIALI), partageant les caractéristiques
d’un épithélium humain respiratoire in vivo. L’ensemble des sous-types cellulaires étaient
retrouvés, a savoir les cellules basales (KRT5+), ciliées (TublV+), caliciformes (MUC5AC+),
Club (CCSP+), ainsi que des cellules neuroendocrines (CHGA+). La vidéo microscopie et la
microscopie électronique confirmaient la présence de cils motiles partageant les caractéristiques
des cellules ciliées in vivo. Les cellules caliciformes et Club produisaient respectivement la mucine
MUCS5AC et la protéine CCSP.

Conclusions

La reprogrammation et la différenciation des hiPSC en épithélium bronchique iALI mature et
fonctionnel est maintenant accessible a une utilisation plus large. Cet outil permettra de modéliser
in vitro les trajectoires de la BPCO. Les outils de séquencage a haut débit (transcriptomique dans
notre étude), permettront également de découvrir de nouveaux candidats, représentants de
potentielles cibles en vue d’un criblage pharmacologique.

Mots clés: BPCO, épithélium bronchique, voies aériennes, modélisation, cellules souches
pluripotentes induites.
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