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INTRODUCTION

Un organisme vivant est un ensemble complexe, composé de différentes
structures qui interagissent entre elles. Parmi ces composantes, le systeme
immunitaire assure une mission essentielle de protection de I'organisme face aux
agressions, qu’elles soient d’origine exogéne ou endogéne. |l intervient dans de
nombreux mécanismes physiologiques et physiopathologiques comme le
maintien de [I'homéostasie cérébrale ou [lapparition de maladies
neurodégénératives.

Le développement d’'un médicament est un processus long qui suit une
réglementation stricte. L’efficacité et I'innocuité des candidats médicaments sont
évaluées successivement sur des modeéles in vitro et différentes espéces
animales lors des essais précliniques, puis chez I'Homme durant des essais
cliniques. Or certains modeles d’étude utilisés restent éloignés de la physiologie
humaine et n'integrent pas toujours le systéeme immunitaire. Leur manque de
représentativité est un facteur conduisant a de nombreux échecs de mise au
point de médicaments, qui pourraient pourtant étre évités trés tét dans leur
processus de développement.

Ces derniéres années ont vu 'apparition de nouveaux modéles appelés
organoides. Ces structures en 3 dimensions (3D) fabriquées a partir de cellules
prélevées sur des animaux ou directement chez I'humain, sont capables de
reproduire au moins partiellement I'anatomie et le fonctionnement des organes.
Des études récentes ont réussi a concevoir des organoides immunocompétents
ouvrant ainsi la voie a de nombreuses perspectives en recherche
pharmaceutique.

Aprés quelques rappels sur le systeme immunitaire et les modeéles
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expérimentaux déja utilisés dans l'industrie pharmaceutique, 'objectif de cette
these consiste en faire un état des lieux sur les avancées autour des organoides
et de présenter les différents moyens d’intégrer le systéme immunitaire a ces
modéles. La derniere partie aborde les limites et les réflexions éthiques autour

de l'utilisation de ces technologies innovantes.

14



PARTIE 1 : Rappels sur le systeme immunitaire

1. Définition du systeme immunitaire

Le mot « immunité » dérive du latin immunis qui signifie « exempte de ».
En droit, ce terme juridique désigne une personne ou une caste exempte de
charges, de services. En médecine et biologie, le terme « immunité » tire son
nom de premiéres observations ayant mis en évidence une protection de
'organisme contre des bactéries grace a une composante appelée systéeme
immunitaire [1].

Le systeme immunitaire est un mécanisme de défense présent chez tous
les étres vivants, des mammiféres aux végétaux. Chez 'Homme, il regroupe
'ensemble des processus physiologiques permettant de protéger un hdte contre
des agents pathogénes (ex : virus, bactéries, champignons, parasites, molécules
protéiques néfastes pour I'organisme) ou contre des cellules modifiées (ex :
cellules cancéreuses). Il est constitué d’organes et de cellules interagissant entre
eux pour médier une réponse immunitaire face a un danger, qu'il soit d’origine
exogene ou endogene [2]. Le role du systeme immunitaire ne se limite pas a
cette mission de protection. Il intervient également dans divers mécanismes
physiologiques ou physiopathologiques comme la cicatrisation, la gestion de la

douleur ou encore le maintien de 'lhoméostasie au niveau cérébral (Figure 1).
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Figure 1. Systéme immunitaire et sante.

Le systeme immunitaire joue un rble essentiel dans différents processus biologiques et
pathologiques, notamment dans la capacité de résistance, de récupération et de
maintien de 'homéostasie
Schéma adapté de [3]

2. Organes et cellules immunitaires

Le systeme immunitaire comprend des organes lymphoides primaires et
secondaires. lls sont essentiels dans les processus de production,
différenciation, maturation et recrutement des cellules immunitaires en cas de
détection de signaux de danger [4].

Les organes lymphoides primaires sont au nombre de deux : le thymus et
la moélle osseuse (MO). lIs assurent la production et la maturation de la majorité
des lignées cellulaires du systeme immunitaire.

Apres la petite enfance, la plupart des cellules sont produites dans la MO
(Figure 2). Elles dérivent de cellules souches hématopoiétiques (CSH) qui se
différencient dans un second temps en cellules progénitrices lymphoides ou
myeéloides.

La lignée myéloide aboutit a la formation des monocytes, macrophages,
16



cellules dendritiques, granulocytes (neutrophiles, basophiles et €éosinophiles), et
des cellules mastocytes. Elle fournit également les érythrocytes, ou hématies, et
les mégacaryocytes précurseurs des thrombocytes.

Les cellules lymphoides progénitrices, quant a elles, sont les précurseurs
des cellules Natural Killer (NK), des lymphocytes B (LB) ou cellules B, et des
lymphocytes T (LT) ou cellules T. La MO assure la production et la maturation
des LB ainsi que la production des LT. De son c6té, le thymus composé de
thymocytes et de cellules stromales, permet la thymopoiese, qui correspond a
'ensemble des évenements conduisant a la différenciation des LT, et la

maturation des LT [5].

J

Cellules souche
hématopoiétique

Progéniteur myéloide
myéloblaste O
5 . l.: y réticulocyte
¢ 6 e
; 1 mégacaryocyte
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v
: s, & . ‘ &

\ ‘ thrombocytes érythrocyte Lymphocyte B Lymphocyte T Natural Killer
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Cellule dendritique macrophage

Progéniteur lymphoide

plasmocyte

Figure 2. Cellules immunitaires dérivées des cellules souches hématopoiétiques

Ces cellules peuvent étre subdivisées en sous-populations en fonction de
'expression de récepteurs et de marqueurs présents a leur surface ou en
intracellulaire (ex : clusters de différenciation (CD)). lls assurent des fonctions
fondamentales, comme le transport du glucose dans les cellules. Les récepteurs

associés au systeme immunitaire ont généralement pour fonction de détecter des
17



signes de danger dans I'environnement comme la présence de pathogénes ou
une mort cellulaire anormale [6].

Ainsi on définit plusieurs populations de lymphocytes : les lymphocytes
CD4 positifs, aussi appelées LT auxiliaires (LTh), et les lymphocytes CD8+ ou LT
cytotoxiques (LTc) forment les lymphocytes affT conventionnels avec les LT
régulateurs (Treg). On trouve également des lymphocytes y/®T dits non
conventionnels.

Les organes lymphoides secondaires comprennent la rate, les tissus
lymphoides associés aux muqueuses (MALT) et les ganglions lymphatiques. lls
sont le lieu de recrutement des cellules B et T via présentation de fragments
protéigues de molécules reconnues comme signal de danger, nommeés antigene
(AQ), par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA). lls garantissent le dialogue
entre les deux composantes principales du systeme immunitaire : le systeme
immunitaire inné, dit naturel ou non spécifique, et le systeme immunitaire

adaptatif, ou spécifique.

3. Systemes immunitaires inné et adaptatif

3.1. Systeme immunitaire inné

Chez les vertébrés, le systeme immunitaire inné est la premiére ligne de
défense de l'organisme [7]. Il est présent dés la naissance de l'individu. Il
comprend I'ensemble des cellules de la lignée myéloide (a I'exception des
erythrocytes et des thrombocytes), les cellules lymphoides innées dont font partie
les cellules NK et les lymphocytes y/&T qui sont a l'interface entre les systéemes

inné et adaptatif. Des cellules sentinelles sillonnent les tissus jusqu’a détecter
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des motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMPsS) ou des motifs
moléculaires associés a des dommages cellulaires (DAMPS) relargués par des
cellules mortes ou celles dont la barriere membranaire a été compromise. Ces
molécules de danger sont reconnues par des récepteurs reconnaissant des
profils moléculaires (PRRs). lIs peuvent étre solubles ou cellulaires, localisés
directement sur la membrane extracellulaire ou au niveau cytosolique. La liaison
des PRRs avec leurs ligands déclenche des cascades de signalisation
intracellulaires entrainant une réponse inflammatoire qui vise a éliminer le
danger. La production de cytokines pro-inflammatoires qui en résulte (ex:
histamine, Interleukine-6 [IL6], Interféron-y [IFNy]) permet I'amplification de la
réponse en recrutant les cellules immunitaires vers le lieu de I'inflammation.

Un des mécanismes principaux de défense mis en place par le systeme
immunitaire inné est la phagocytose. Des cellules phagocytaires dites
professionnelles se servent de leur membrane plasmique pour internaliser les
micro-organismes ou microparticules afin de les éliminer [8-9].

A cela s'ajoutent d’autres mécanismes qui facilitent I'élimination des
éléments pathogenes par le systéme immunitaire comme la présence de
barrieres physiques (ex: peau), la sécrétion de mucus par les cellules tissulaires,
I'activation de la cascade du complément et la lyse de cellules infectées ou

transformées par les cellules NK [7].

3.2. Systeme immunitaire adaptatif

Il peut arriver que la réponse du systeme immunitaire inné ne soit pas
suffisante. Dans ce cas, les cellules phagocytaires internalisent 'Ag et vont

'exprimer a leur surface membranaire. Elles deviennent alors des CPA et
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peuvent présenter cet Ag aux cellules du systéme immunitaire adaptatif. Cette
interaction conduit au recrutement des lymphocytes o/BT (auxiliaires,
cytotoxiques, régulateurs) et LB. La reconnaissance de I'’Ag par les cellules T et
les cellules B est médiée par la liaison entre 'Ag et leur T cell receptor (TCR) ou
B cell receptor (BCR) respectivement. Le recrutement des LT nécessite que I'Ag
soit associé a des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de
classe | pour les LT CD8 et de classe Il pour les LT CDA4. Les cellules activées
vont proliférer pour constituer un pool de cellules clonales capables de cibler les
éléments porteurs de cet Ag. C'est le phénoméne d’expansion clonale.
L’activation antigénique associée a la présence de cytokines pro-inflammatoires
guident les lymphocytes vers leur lieu ou leur action est requise.

Les LB médient la réponse humorale. Une fois activés, ils se différencient
en cellules plasmocytes productrices d’anticorps (Ac). Ces Ac neutralisent les
agents pathogenes en se liant a eux. Ce mécanisme permet leur reconnaissance
et leur phagocytose par les cellules de la réponse immunitaire innée qui vont
également éliminer les cellules infectées. Les LT quant a eux, médient la réponse
cellulaire en collaboration avec les NK. lIs induisent la mort des cellules infectées
ou transformées par apoptose via la sécrétion de molécules cytotoxiques [10].

Si le systeme adaptatif est plus long a se mettre en place, il permet
cependant d’induire une réponse trés spécifique. Il est doté d’'une capacité
d’apprentissage et de mémoire a long terme [11]. En effet, une partie des cellules,
expandues pendant la réaction immunitaire, deviennent des cellules dites
mémoires et vont persister dans 'organisme, parfois durant plusieurs décennies.
Ainsi, en cas de deuxieme rencontre avec un méme Ag, le systeme immunitaire

adaptatif réagira plus rapidement et de fagon plus efficace (Figure 3). C’est sur
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Protection face au pathogéne

ce principe que se fonde la vaccination.

1* rencontre
avec I'antigéne

Antigéne Antigene

Systéme inné

années

Figure 3. Intensité de la réaction immunitaire aprés rencontre avec un antigene

4. Tolérance du systéme immunitaire

Les Ag des agents pathogenes ou cellules transformées présentent
parfois des similitudes avec les Ag de I'héte. De par leur polyspécificité, les
lymphocytes peuvent étre amenés a reconnaitre de facon erronée ces derniers
comme signaux de danger.

La tolérance du systéme immunitaire vis-a-vis des Ag du soi est sous le
contréle d’une régulation fine. Au sein du thymus, les cellules de I'épithélium
thymique expriment un certain nombre d’Ag afin de détecter et d’éliminer les LT
autoréactifs : c’est la tolérance centrale. Cependant, tous les Ag ne sont pas
exprimés au sein du thymus, c’est le cas notamment des Ag alimentaires. Des
mécanismes de tolérance additionnels limitent le nombre et/ou la fonction des LT
qui ciblent ces Ag. lls agissent sur les cellules T circulantes matures et font partie
de la tolérance périphérique. Ainsi il ne subsiste que les cellules dont I'affinité aux
Ag du soi ne représente pas un danger pour l'organisme [12]. Les cellules B
porteuses de récepteurs autoréactifs de forte affinité sont de leur coté déeplétées

par apoptose principalement au sein de la MO (Figure 4).
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Figure 4. Tolérance immunitaire : élimination des cellules immunitaires
(schéma réalisé sur Biorender.com)

Ce systeme de protection n'est cependant pas infaillible. Une dérégulation
de cet équilibre immunitaire peut conduire a une perte de tolérance du systeme
immunitaire vis-a-vis de structures du soi. Les cellules immunitaires se mettent &
cibler les Ag de I'néte reconnus comme étrangers, pouvant conduire au
développement de maladies auto-immunes systémiques ou spécifiques
d'organes. A noter que lI'environnement (tabagisme, infection virales, etc.),
I'épigénétique et la génétique peuvent étre des facteurs prédisposants a

'apparition de ces pathologies.

5. Cellules épithéliales et systeme immunitaire

Le systeme immunitaire inné est particulierement présent au niveau des
barriéres épithéliales (peau, intestin, poumons) qui sont en contact constant avec
le monde extérieur [13]. Les cellules épithéliales, qui tapissent ces structures,
participent a la reconnaissance des agents pathogenes grace a I'expression de

certains PRR. Leurs interactions avec les cellules immunitaires assurent la
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protection de I'organisme face aux infections. Elles facilitent la réparation et la
régénération tissulaire en cas de lésions et elles contribuent également a la
maturation des cellules immunitaires, comme au niveau du thymus [14].

Les cellules localisées dans ces tissus épithéliaux vont étre différentes
d’'une zone a l'autre. Au niveau de la peau, on retrouve les cellules de
Langerhans qui sont des macrophages résidents, ainsi que des cellules
dendritiques et des lymphocytes y/&T. La barriere intestinale, avec prés de 400m?
a la surface de contact la plus étendue de l'organisme. La majorité des
substances pharmaceutiques administrées par voie orale transite au travers.
L'ensemble des cellules MALT au niveau intestinal, appelé aussi GALT pour tissu
lymphoide associé au tube digestif ou gut-associated-lymphoid-tissue en anglais,
comprend les plaques de Peyer et les follicules lymphoides isolés. Enfin, des
macrophages et cellules dendritiques résidant dans les voies aériennes

préviennent les infections au niveau pulmonaire [13].

6. Le systeme immunitaire du systeme nerveux central

Le systéme nerveux central (SNC) comprend I'encéphale (cerveau, tronc
cérébral, cervelet) et la moelle épiniéere. Il est isolé du reste de I'organisme par la
barriére hémato-encéphalique (BHE). En conditions physiologiques, elle prévient
le passage d’agents pathogénes mais également de cellules immunitaires de la
périphérie vers le SNC. Cependant, elle ne constitue pas le seul élément qui
permette au SNC de faire face aux agressions exogenes et endogenes.

Pio Del Rio Hortega décrit au début du XXe siécle des cellules distinctes
des populations cérébrales déja identifiées, les astrocytes et les
oligodendrocytes, capables de phagocyter au sein méme du SNC [15]. Ces

cellules immunitaires résidentes du SNC constituent la microglie et se composent
23



principalement de cellules immunitaires innées [16]. Elles jouent un rble essentiel
dans la mise en place des structures cérébrales au cours du développement pré
et postnatal, et assurent le maintien de I'homéostasie cérébrale en collaboration
avec les autres cellules du SNC [16-17].

Les cellules microgliales ont une longue durée de vie. Elles
s'autorenouvellent avec un taux de prolifération relativement faible.
Contrairement aux autres cellules immunitaires qui dérivent majoritairement de
la MO, leurs précurseurs myéloides sont issus du sac vitellin, une structure extra-
embryonnaire. Ces derniers migrent en direction du cerveau au travers du tube
neural et colonisent le parenchyme durant le développement fcetal ou ils
subissent localement un processus de maturation [16,18]. Des observations
suggerent que le phénotype de cellules microgliales differe d’'une zone cérébrale
a l'autre [16].

Au méme titre que les macrophages périphériques, les cellules
microgliales assurent une protection immunitaire. Elles sont a la recherche
constante de signaux de danger (ex: DAMPs, PAMPs). L’activation des cellules
microgliales induit un changement de leur phénotype. Elles sécrétent alors des
cytokines pro- ou anti-inflammatoires qui vont venir influer sur leur environnement
et prendre en charge les éventuelles Iésions ou infections. Cependant méme “au
repos” la microglie reste active. Elle phagocyte notamment les neurones
surnumeéraires durant le développement cérébral et régulent I'activité pré- et post-
synaptique [19].

La microglie a recemment été identifiée comme étant un acteur majeur
dans l'apparition et le développement de neuropathologies qu’elles soient
inflammatoires, neurodégénératives ou psychiatriques [18,20-21]. Ses

mécanismes précis restent cependant encore mal connus.
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7. Microbiote et systeme immunitaire

Le microbiome se définit comme une “communauté microbienne
caractéristique” occupant un habitat délimité qui présente des propriétés physico-
chimiques particuliéres. En plus du microbiote, composé d'un ensemble de
micro-organismes appartenant a différents régnes du vivant (procaryotes et
eucaryotes), le microbiome englobe également leur théatre d'activité. Il regroupe
toutes les structures microbiennes, métabolites, éléments génétiques mobiles
(ex : transposons, phages et virus) qui forment des niches écologiques
spécifiques. Le microbiome est un micro-écosysteme dynamique et interactif
susceptible de changer au cours du temps en fonction des habitudes de vie, de
la prise de traitements médicaux, de maladies et de I'alimentation. Il s'intégre
dans des macro-écosystemes (ex: organisme humain) ou il participe activement
a leur bon fonctionnement. Il représente 102 micro-organismes rien qu’au sein
du tube digestif [22-23]. Les cellules spécialisées présentes au niveau des
barriéres épithéliales garantissent un privilege immunitaire a ces micro-
organismes qui participent au maintien de 'homéostasie corporelle [13].

Plusieurs études soulignent son rdle dans le développement de
pathologies inflammatoires, tant au niveau intestinal que dans le cadre de
maladies neurologiques [24]. Il semble ainsi qu’une activation préalable par le
microbiome des cellules immunitaires au niveau intestinal conduirait a une
activation secondaire de la microglie et favoriserait le développement d’une

sclérose en plaques (SEP) [25].

8. Systéme immunitaire et cancers

Le développement d’'un cancer résulte de la prolifération anarchique de
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cellules qui présentent une ou plusieurs mutations génétiques. Elles peuvent
survenir apres l'infection d’'un pathogene (ex: le papillomavirus qui augmente le
risque de cancer du col de l'utérus), I'exposition a des carcinogénes (ex: amiante,
radiations ionisantes, formaldéhyde, etc.) ou étre une conséquence d’une
inflammation chronique qui participe au maintien d’'un stress génotoxique et
favorise ainsi I'apparition de mutations au sein du génome [10].

La majorité des cellules du soi présentant des caractéristiques anormales
finissent par mourir par d’apoptose. Celles qui arrivent a contourner ce
mécanisme, sont soumises a des pressions d'élimination par le systeme
immunitaire. Il assure une immunosurveillance constante afin de les identifier et
de les éliminer. Les cellules immunitaires cytotoxiques sont capables de
reconnaitre des Ag spécifiques des cellules tumorales. Cependant, il arrive
gu’une de ces cellules mutées posséde un ou plusieurs avantages génétiques lui
permettant de se soustraire, au moins temporairement, a cette régulation : c’est
ce que I'on appelle I'échappement immunitaire. La cellule va se diviser de fagon
incontrolée et conduire a la formation d’'une tumeur primaire.

Les cellules tumorales peuvent éduquer les cellules chargées de leur
destruction, en leur faisant acquérir des propriétés pro-tumorigénes [26]. Le
microenvironnement du cancer, ou microenvironnement de la tumeur, représente
I'ensemble des cellules non cancéreuses présentes dans la tumeur, a savoir les
fibroblastes, les cellules immunitaires (macrophages, cellules dendritiques, Treg)
et les cellules qui composent les vaisseaux sanguins. Il comprend également les
protéases, cytokines, facteurs de croissances ou toute autre protéine secrétée
qui favorisent la croissance de la masse tumorale [27]. La sécrétion de cytokines
anti-inflammatoires par les cellules tumorales ou du microenvironnement

perturbe et freine la réponse immunitaire vis-a-vis de la tumeur via, entre autres,
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I'inhibition du recrutement des LT et LB [26].

Le systéme immunitaire joue ainsi un rdle ambivalent dans la
physiopathologie des cancers ; tour a tour protecteur et pro-tumoral. L’étude de
ces interactions permet l'exploration de ces mécanismes immuno-oncogenes et

I'identification de potentielles cibles thérapeutiques anti-cancéreuses efficaces.
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PARTIE 2 : Etat des lieux sur les modeéles utilisés en recherche
fondamentale

Comme expliqué précédemment, le systéeme immunitaire est une structure
complexe ou un ensemble d’éléments interagissent entre eux afin de protéger
'héte. Des déréglements de ce systéeme peuvent induire des pathologies
diverses allant du développement de cancers a l'apparition de maladies
inflammatoires chroniques. Les interactions entre les différents acteurs de cette
meédiation immunitaire et leurs fonctions n’ayant a ce jour pas tous été identifiés,
le développement de traitements reste un processus compliqué. L'utilisation de
modeéles d’étude permet d’en apprendre davantage sur ces mécanismes. lls
aident a I'élaboration de nouveaux médicaments (ex: vaccins, immunothérapie)
et a I'exploration de leurs potentiels effets indésirables immunogénes.

Aprés une bréve présentation du circuit de vie d’'un médicament, I'objectif
de cette partie est de faire un état des lieux des modéles déja utilisés par la
recherche et I'industrie pharmaceutique. Nous allons passer en revue leurs
avantages et leurs inconvénients afin de mettre en exergue les arguments qui

poussent au développement de nouveaux modeéles expérimentaux.

1. Développement d’'un médicament

De la découverte d’'une molécule d’intérét thérapeutique a sa mise sur le
marché, il s’écoule généralement entre 10 et 15 ans [28]. Le développement d’'un
médicament requiert des investissements conséquents estimés a environ 985,3
millions de dollars [29]. En France, la loi exige que le candidat médicament soit
testé successivement sur des modeles in vitro, des modeles animaux et enfin

chez 'Homme. Au cours de ces essais, |'efficacité et I'innocuité de la substance
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sont évaluées. Si la balance bénéfices/risques est favorable, '’Agence nationale
de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM) peut délivrer une
autorisation de mise sur le marché (AMM). Une fois commercialisé, la sécurité
du médicament continuera a étre évaluée grace a un suivi en continu par la
pharmacovigilance et ce jusqu’a son retrait éventuel du marché [30].
Cependant, de nombreux candidats médicaments ne passent pas les
phases de test, par manque d’efficacité et/ou parce qu’ils présentent trop d’effets
indésirables. Sur 10 000 molécules d’intérét, 10 feront I'objet d’'un brevet et 1

seule obtiendra une AMM [31] (Figure 5).

10 000 100 10
molécules molécules candidats
criblées testées médicaments

1
médicament

Procédures

Recherche Tests Recherche gegi?fxﬁ Phase de commercialisation

exploratoire précliniques clinique prix, rembour- et pharmacovigilance
sement)

10 ans de R&D 2a3ans

Figure 5. Processus de développement d’'un médicament : de la recherche
fondamentale a la mise sur le marché.
Schéma adapté de [31].

2. Modéles cellulaires en 2D

2.1. Définition

Les modeles cellulaires en deux dimensions (2D) sont composés de
cellules séparées de leur environnement d’origine et disposées dans un milieu
de culture contenant des nutriments, facteurs de croissance ou tout autre réactif
nécessaire a leur croissance et leur viabilité. lls permettent d’étudier les

mécanismes physio(patho)logiques a I'échelle cellulaire.
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Des 1910, Ross G. Harrison réussit a maintenir des fibres nerveuses de
grenouille en culture ex vivo, c’est-a-dire en dehors d’'un organisme [32]. Depuis,
les modeles 2D se sont enrichis et diversifiés. Les cultures cellulaires peuvent se
composer de bactéries, de champignons, de cellules primaires prélevées sur un
organisme vivant (animal, humain), de lignées cellules immortalisées ou encore
de tranches d’organes. Les cellules peuvent étre en suspension et baigner dans
le milieu de culture, ou dites adhérentes et venir se fixer au fond du contenant
dans lequel elles sont stockées. Chaque type cellulaire possede ses propres
caractéristiques, ses propres besoins et se maintiendra plus ou moins longtemps

en culture.

2.2 Cultures de micro-organismes

Les cultures in vitro de micro-organismes (bactéries, champignons,
levures) sont des outils intéressants pour étudier le développement de
pathogénes. Dans le cadre de la médecine personnalisée, elles sont utilisées a
visée diagnostique ou pour tester I'efficacité des traitements antibiotiques et la
résistance des souches bactériennes face a ces molécules. A I'échelle
industrielle, des cultures de bactéries peuvent étre utilisées pour produire des
traitements médicamenteux. Dés la fin des années 1970, de I'insuline humaine
recombinante est ainsi obtenue a partir de souches d’Escherichia coli
géenetiquement modifiees [33]. Plusieurs modéles de culture de micro-
organismes sont d’ailleurs validés par I'Union Européenne (UE) afin d’évaluer le
potentiel cancérogene, mutagene ou reprotoxique (CMR) de substances
chimiques dans le cadre du reglement européen enregistrement, évaluation et

autorisation des produits chimiques (REACH) (ex: test d’Ames) [34].
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2.3 Cultures primaires

Les cultures obtenues a partir de cellules prélevées directement sur un
organisme animal ou humain, sont appelées cultures primaires. Ces cellules
peuvent provenir d’un échantillon de liquide biologique (ex: sang, liquide cérébro-
spinal) ou étre issues de tissus. Les cellules mononucléées périphériques
sanguines (LT, LB, monocytes, NK) sont par exemple généralement isolées a
partir d’échantillons de sang total (Figure 6). Leur durée de vie en culture est

restreinte.

Centrifugation

Sang total _—

Plasma

—— PBMC

— Milieu a gradient de densité
Milieu a gradient de densité &

(densite: 1.077 g/mL) '— Granulocytes, Erythrocytes

Figure 6. Isolation des cellules mononuclées de sang périphérique (PBMC)
Schéma adapté de [35]

2.4. Culture de lignées cellulaires

En se servant de la capacité de prolifération quasi illimitée des cellules
cancéreuses et des cellules souches (SC), ont été créées des lignées cellulaires
immortalisées. Ces lignées sont isolées directement a partir de cellules
cancéreuses ou obtenues apres modifications génétiques. La premiere lignée
cellulaire humaine immortalisée a été établie en 1951. Les cellules ont été
initialement prélevées chez une patiente du nom d’Henrietta Lacks (1920 —
1951), atteinte d’'un adénocarcinome du col de l'utérus et décédée peu de temps

apres la découverte de son cancer. Nommeées cellules HeLa en son honneur,
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elles ont permis des avancées considérables en immunologie que ce soit en
recherche sur les cancers ou sur des maladies infectieuses. Ces découvertes ont
d’ailleurs permis a plusieurs chercheurs de remporter des prix Nobel [36],

montrant ainsi I'intérét majeur des modeles in vitro en sciences.

2.5. Avantage et limites des modeles 2D

Les modeles 2D sont utilisés dans l'industrie pharmaceutique dans les
premiéeres phases de développement d’'un médicament. lls permettent de tester
de facon relativement simple, rapide et peu colteuse I'efficacité et I'innocuité de
nouvelles substances pharmacologiques. Du fait de leur facilité d’utilisation, il est
rendu possible de mener des analyses toxicologiques a haut débit, dites High
Throughput Analysis ou de nombreux composés peuvent étre testés
simultanément : c’est le criblage de molécules, ou screening toxicologique.

S’ils possédent des avantages, elles présentent également des limites
importantes. Un organisme est un systeme complexe dans lequel des organes
aux fonctions diverses interagissent entre eux via l'intermédiaire de signaux
cellulaires, physiques ou chimiques (hormones, cytokines...). Ces cellules
évoluent dans un environnement en trois dimensions (3D) que par définition les
cultures en 2D ne permettent pas de modéliser. Les paramétres physico-
chimiques de conservation des cellules (température, pH, hygrométrie, rugosité
du support, etc.) peuvent influer sur le profil des cellules et leur comportement
cellulaire. A titre d’exemple, les cellules sont traditionnellement cultivées sur des
surfaces dont la rigidité avoisine les 10° kPa pour des boites de Petri contre 2 a
102 kPa pour les tissus. Leur profil d’expression génique peut en étre modifié et,
en conséguence, certains réseaux de signalisation cellulaires sont altérés ou

absents [37]. Les lignées cancéreuses capables de se maintenir a long terme en
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culture, ne peuvent pas pour autant récapituler 'hétérogénéité cellulaire d’un
tissu. En effet, les mutations génétiques procancéreuses qui tendent a dérégler
un certain nombre de voies cellulaires fondamentales (cycle cellulaire,
apoptose...) sont favorisées par sélection positive. Comme il n’est pas toujours
possible d’établir une culture de lignées cancéreuses a partir d’échantillon de
patient. Ceci conduit a une perte de représentativité de la variabilité génétique
interindividuelle. A linverse, si les prélévements d'échantillons primaires
permettent de refléter une meilleure diversité cellulaire au sein d’'un tissu et
interindividuelle, une fois en culture, les cellules ne s’autorenouvellent pas. Un
apport de tissu frais régulier est donc nécessaire, ce qui n'est pas toujours
compatible avec I'étude d'organes peu accessibles comme le cerveau [38].

Des différences d’efficacité de substances pharmacologiques sont
souvent observées entre les modeles en 2D et les modeles in vivo [39], en latin
“au sein du vivant”, qui désigne les expériences meneées sur un organisme entier.
lls sont séparés en deux grandes catégories : les recherches menées sur les

modeles animaux et les recherches impliquant la personne humaine.

3. Modeéles animaux

3.1. Définition

Selon ’American National Research Council Committee on Animal Models
for Research and Aging : "En recherche biomédicale, un modele animal est un
modeéle permettant I'étude de données de référence sur la biologie ou le
comportement, ou chez lequel on peut étudier un processus pathologique
spontané ou induit, celui-ci ayant un ou plusieurs aspects communs avec un
phénomeéne équivalent chez 'lhumain ou d’autres espéces animales”.
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3.2. Applications des modéles animaux

Les animaux sont utilisés dés I'Antiquité afin de mieux comprendre
'anatomie et les mécanismes physiologiques ou physiopathologiques de
'organisme humain. Au IV® siecle avant J-C, Aristote étudie les processus
d'embryogenése et d'ontogenése sur le poulet. Au XllI® siécle, Abou Merwan Ibn
Zuhr, aussi connu sous le nom de Avenzoar en Occident, pratique des
techniques de chirurgie sur des animaux pour déterminer leurs conséquences
sur I'organisme avant de les appliquer a 'lHomme [40]. Il expérimente notamment
la trachéotomie sur une chévre [41].

Les animaux restent a ce jour des modéles d’étude pertinents et essentiels
en recherche translationnelle et fondamentale. Lors des essais précliniques le
candidat médicament est testé sur au moins deux especes animales différentes
dont une espéce de rongeur (exemple: rat, souris).

lls permettent d’étudier [42]:

- la pharmacocinétique c'est-a-dire le devenir du médicament dans
'organisme: la biodisponibilité, vitesse de distribution et d’élimination de
la molécule...

- la pharmacologie soit l'impact du médicament sur I'organisme
mécanisme d’action...

- latoxicité a la fois sur I'individu (effets indésirables) et I'environnement.
Chaque année, le Ministere de I'Enseignement Supérieur, de la

Recherche et de I'lnnovation publie une enquéte statistique relative a I'utilisation
des animaux a des fins scientifiques dans les établissements frangais. En 2020,
1643 787 animaux ont été utilisés a des fins expérimentales (Figure 7). Ce

nombre est en baisse par rapport aux chiffres de 2019 (1 865 403 animaux) et
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ceux de 2018 (1 910 519 animaux). Cette diminution peut étre en partie expliquée
par la pandémie de COVID-19 ayant entrainée un ralentissement, voire un arrét,

de l'activité de certains établissements de recherche.

® Souris (Mus musculus)

» Rats (Rattus norvegicus)

» Lapins (Oryctolagus cuniculus)
Poissons z&ébres et Autres poissons

® Autres espéces

Figure 7. Rapport ministériel 2020 : expérimentation animale en France
Répartition en pourcentage (%) des espéces d’animaux utilisées a des fins
expérimentales en France en 2020 [43]

La souris est 'animal le plus fréquemment utilisé (64% des utilisations),
puis viennent le rat (9.1%), le lapin (8.8%), les poissons (7.3% toutes espéces
confondues), et les poulets (4.6%). D’autres types d’animaux sont également
utilisés mais ne représentent que 2.6% tout au plus, pris séparément. Les
primates représentent seulement 0.24% des utilisations, les chiens 0.25% et les
chats 0.06% [43].

Ces essais permettent de prendre en compte la physiologie intégrée au
sein d’un organisme entier. lIs sont plus représentatifs de la physiologie humaine
que les modéles en 2D. Cependant, s’ils permettent de s’affranchir de certains
inconvénients des cultures en 2D, ils présentent également des limites a la fois
éthiques, économiques et biologiques.

En immunologie, les modeles animaux les plus utilisés sont les
mammiféres car leur systéeme immunitaire reste proche de celui de I'étre humain.

Parmi eux, la souris domestigue commune (Mus musculus) est le modéle de
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prédilection. Son génome connu possede 99% de genes en commun avec
'Homme. Du fait de sa petite taille (7 a 10 centimétres de long pour 20 a 50
grammes), elle est facilement manipulable. Il est possible d’accueillir une plus
grande quantité d’individus au sein d’'une méme structure. Leur capacité a se
reproduire est atteinte aux alentours de 6 semaines chez les femelles et 8
semaines chez les méles. Le temps de gestation est relativement court (19-21
jours) ce qui permet d’obtenir rapidement de nouvelles générations d’individus
[44].

A titre d’exemple, I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE)
est le modéle d’étude murin de référence de SEP. L’'EAE peut étre induite ou
spontanée. Elle a permis des avancées considérables dans la compréhension
des mécanismes de la SEP, et a permis de tester des médicaments envisagés

comme nouveaux traitements pour cette pathologie [45]

3.3. Réglementation et réflexions éthiques

Il est impossible d’aborder la question de I'expérimentation animale sans
évoquer la réglementation stricte qui encadre les essais sur les animaux, et les
réflexions éthiques relatives a leur utilisation. La loi du 2 juillet 1850, dite
Grammont, est la premiere loi publiée relative a la protection des animaux. Elle
interdit d’exercer publiquement tout mauvais traitement envers des animaux
domestiques. Au sein de I'Union Européenne (UE), le Conseil de I'Europe (CE)
établit en mars 1986 le Convention STE 123 [46] qui servira de point de départ
et de laquelle découle les législations européenne et francaise concernant
'expérimentation animale [47]. Elle a pour objectif de réduire le nombre

d’expériences et d’animaux utilisés a des fins scientifiques et de limiter la
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souffrance animale [48]. Dans cette optique, elle encourage [I'utilisation de
méthodes dites alternatives (modéles 2D, in silico, etc.).

En France, la Iégislation encadrant I'utilisation d’animaux vivants a des fins
scientifiques est régie par le Code rural et de la péche maritime des articles R214-
87 & R214-137 [49] instaurés par un décret de février 2013 et associés a 5 arrétés
[50]. Il est la transposition dans le droit francais de la directive européenne
2010/63/UE. Cette réglementation définit les espéces animales sur lesquelles
elle s’applique, et leur origine. Elle précise les conditions d’hébergement et
d’entretien des animaux, et les conditions de mise a mort. Elle établit également
les modalités d’agrément et de contrble des établissements éleveurs,
fournisseurs et utilisateurs de ces animaux a visée scientifique, ainsi que les
procédures expérimentales et les compétences requises pour concevoir ou
réaliser des essais sur ces animaux. Depuis, plusieurs décrets et arrétés sont
venus enrichir et préciser la réglementation [51]. Le dernier mis en place date du
17 mars 2020 [52].

L’expérimentation animale est régie par les 3R énoncés par William
Russel et Rex Burch dés 1959 dans leur ouvrage “Les principes d’une technique
expérimentale conforme a I'éthique” (The Principles of Humane Experimental
Technique) a savoir: “réduire”, “remplacer”, “raffiner” [53]. Ce principe des 3R se
base sur la réduction du nombre d’animaux utilisés dans les expériences au strict
nécessaire, le remplacement des modéles animaux par des méthodes
alternatives quand cela est possible, et enfin par le raffinement consistant a
réduire, supprimer, ou soulager la douleur et la détresse provoquées chez les
animaux lors des essais [54]. A cela peut s’ajouter un quatriéeme R pour
“responsabilité” qui englobe la notion de réflexion vis a vis de [l'utilisation

d’animaux a des fins scientifiques et a leur possible réhabilitation.
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Respecter le bien-étre des animaux en leur fournissant un environnement
adapté a leurs besoins ne représente pas uniqguement une obligation
réglementaire, mais également une nécessité scientifique : “Happy animals make
good science” qui signifie littéralement “Des animaux heureux font de la bonne
science”. Exposer des animaux a des facteurs de stress excessifs ou inutiles peut
conduire a des modifications comportementales et/ou physiologiques comme
des troubles de la reproduction ou a un affaiblissement du systéme immunitaire
[55]. Ces perturbations peuvent avoir un impact non négligeable sur la qualité
des résultats des expériences obtenus. Or, mettre en place et entretenir de telles
structures a un codt, qui est a anticiper et qui va dépendre du modele animal
utilisé. Prendre soin de grands mammiféres, tels que des chats, des chiens, des
cochons, des brebis ou des primates requiert par exemple I'utilisation de locaux

plus grands et de plus grandes quantités de nourriture que ceux nécessaires a

I'nébergement de rongeurs (souris, rats).

3.4. Limites biologiques des modeles animaux

Le systéme immunitaire de I'étre humain différe de celui d’autres animaux.
Il existe des spécificités d'espéces concernant de nombreux mécanismes
cellulaires ou physiologiques. Ces différences sont dues en partie aux différentes
niches écologiques, a la taille et a la durée de vie des animaux de laboratoire par
rapport a I'homme [13]. Ainsi, les Toll-like Receptors (TLRS), des récepteurs
essentiels intervenant dans la détection de pathogenes par le systeme
immunitaire inné, sont au nombre de 10 chez ’homme et 12 chez la souris [56].
Diverses pathologies spécifiques de I'étre humain ne sont, a ce jour, pas

modélisables chez I'animal.
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Du fait de la spécificité d’espéces de certains mécanismes biologiques,
les réponses pharmacologiques peuvent différer entre des especes animales
utilisées et celles induites chez I'étre humain. De plus, l'utilisation de lignées
d’animaux consanguins dans les expériences, ne permet pas de tenir compte de
toute la diversité génétique humaine. Il devient alors difficile d’appréhender
I'impact du facteur génétique sur I'apparition et le développement de pathologies,
de méme que la réponse de l'organisme face a de nouveaux traitements

médicamenteux [57].

4. Expérimentation chez 'lhomme

4.1. Définition

Suite aux essais précliniques sur des modéles in vitro puis in vivo chez
'animal, I'évaluation de I'efficacité et de la tolérance d’'une substance est réalisée
chez 'numain au cours des essais cliniques. lls déterminent les conditions
d’'utilisation optimales du candidat meédicament. Il s’agit de recherches
prospectives impliquant des sujets volontaires sains ou malades [58].

Les essais cliniques se découpent en 4 phases [59] :

Phase 1 : essais menés sur de petits groupes de volontaires sains ou
malades, afin d’analyser la cinétique, c'est-a-dire le devenir d’'une substance
dans I'organisme, et la toxicité des molécules testées.

Phase 2 : essais menés sur des groupes de patients malades afin de
déterminer la dose minimale efficace, la tolérance a court terme et I'efficacité des
molécules.

Phase 3 : essais menés sur de plus grands groupes de patients (quelques

centaines a plusieurs milliers de malades suivant la pathologie) afin d’évaluer
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I'intérét thérapeutique de la molécule. Le candidat-médicament est comparé a un
placebo ou un traitement de référence.

Phase 4 : apres obtention de I'AMM, suivi en continu par la
pharmacovigilance pour évaluer linnocuité du traitement a long terme ou
identifier d’éventuels mésusages de la substance qui correspondent a “une
utilisation intentionnelle et inappropriée d’un médicament ou d’un produit, non
conforme a l'autorisation de mise sur le marché ou a l'enregistrement, ainsi

qu’aux recommandations de bonnes pratiques” [60].

4.2. Réglementation

En France, la premiére loi a encadrer les essais cliniques est publiée le 20
décembre 1988 dans le Code de la Santé Publique sous le nom de Loi Huriet-
Sérusclat [61-62]. La loi Jardé du 5 mars 2012 vient enrichir et compléter cette
réglementation. Elle classe les recherches impliquant la personne humaine en
trois catégories (Tableau 1) en fonction de la nature de I'intervention et du niveau
de risques et contraintes imposés aux sujets [63].

Les recherches appartenant a la catégorie 1 doivent faire I'objet d’une
autorisation auprés de 'ANSM. L'’ANSM doit toutefois étre informée de la
réalisation de recherches de catégorie 2 ou 3 avant leur commencement. Les
investigateurs sont tenus d’informer et de recueillir le consentement éclairé par
écrit de chacun des participants. Toute étude impliquant la personne humaine

requiert une autorisation préalable du comité de protection des personnes (CPP).
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Catégorie Type d’étude Risque(s)

Non négligeables
1 interventionnelles exemples : administration d’un principe actif, chirurgie, ponction
lombaire...

Contraintes minimes qui se limitent a une liste d’interventions
établie par le Ministére en charge de la Santé

exemples : prise de sang, collecte de données par capteurs,
examens radiologiques...

2 interventionnelles

Négligeables

exemples : comparaison de pratiques entre deux centres de soins,
questionnaire de qualité de vie, utilisation d’un faible volume de
sang complémentaire a I'occasion d’un prélévement...

3 observationnelles

Tableau 1 : Classification des types d’études réalisées chez la personne humaine

4.3 Avantages et limites des expérimentations humaines

Les études chez 'humain permettent d’étudier les pathologies associées
au systéme immunitaire en prenant en compte l'individu dans son intégralité.
Cela comprend sa génétiqgue mais également son age, ses antécédents
meédicaux, ses comorbidités et de maniere plus globale tout 'environnement dans
lequel il évolue (hygiéne de vie, tabagisme, activité sportive, psychologie...).
C’est le modéle d’étude le plus pertinent.

Cependant, au méme titre que pour I'expérimentation animale, les études
menées sur la personne humaine poussent a de véritables gquestionnements
éthiques. Les populations particulieres (mineurs, femmes enceintes, personnes
tres agées etc.) ne sont généralement pas intégrées dans les essais cliniques
sauf dérogation. Si la réglementation limite leur inclusion pour éviter, a raison,
des dérives ou pour prévenir la mise en danger éventuelle de ces populations
fragiles, il en résulte un manque de données concernant les effets indésirables
spécifiques de certaines substances médicamenteuses sur ces individus. Ceci

limite grandement [I'éventail thérapeutique disponible pour soigner ces
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populations. Des adaptations de posologies sont réalisées sans toujours prendre
en compte les modifications métaboliques ou physiologiques qui peuvent
intervenir a ces différents stades de la vie.

La réglementation stricte qui encadre ces essais, limite grandement les
études interventionnelles de grande envergure. De plus, il est impossible de
récapituler toutes les particularités génétiques des patients en particulier dans le
cadre des cancers. La compréhension de ces mécanismes reste un enjeu crucial

de santé publique.
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PARTIE 3 : Les organoides

Nous I'avons vu, il existe un véritable besoin de développer des méthodes
alternatives aux modéles d’études préexistants afin de réduire voire remplacer
au maximum [l'utilisation d’animaux, améliorer leur représentativité des
mécanismes physio(patho)logiques et diminuer les contraintes liées aux
expérimentations in vivo. Dans l'optique d’apporter des solutions a ces

interrogations, de nouveaux modeles in vitro ont été mis au point : les organoides.

1. Définition

Le terme « organoide » est composé du mot organe et du suffixe —oide,
« a la forme de », et signifie donc littéralement « qui a la forme d’'un organe ». Il
est référencé pour la premiére fois sur PubMed dans une étude datant de 1946
[64]. La signification du mot « organoide » a évolué au cours du temps. Dans les
années 1950 et 1960, le mot « organoide » était principalement utilisé pour
désigner d’une part des organelles [65-67], qui sont des structures
intracellulaires, et d’autre part des excroissances cellulaires ou des tumeurs [68-
69] dont la forme pouvait faire penser a un organe. Actuellement, les organoides
sont définis comme des structures constituées de cellules capables de s'auto-
organiser pour former une architecture en 3D possédant au moins partiellement

les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles d’'un organe [70].
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2. Production des modeles organoides

Les premiéres cultures d’organoides intestinaux murins sont obtenues en
2009 grace aux travaux de Sato et al. qui établissent les conditions nécessaires
a leur croissance [71]. A ce jour, les organoides modélisent des organes aux
fonctions tres diverses : cerveau [72-73], pancréas [74], thyroide [75], rein [76],
foie [77-78], intestins [79-82], rétine [83-84], poumons [85-87], vessie [88-89],
glandes salivaires [90], amygdales [91], trompes de Fallope [92], testicules [93-
94], utérus [95], estomac [96] (Figure 8), entre autres. Les organoides humains

peuvent étre générés a partir de tissus primaires hormaux ou malins [97].
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Figure 8. Organes modélisés par les systémes organoides.

2.1 Cellules utilisées pour la production d’organoides

Les organoides sont généralement obtenus a partir de SC. Décrites pour
la premiere fois dans les années 1960 par Till et al. [98], les SC sont des cellules
capables de se renouveler pour reconstituer un pool de cellules disponibles et de

se différencier en de nombreuses lignées cellulaires. Il en existe différents sous-

types.
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2.2.1 Cellules souches adultes

Les cellules souches adultes (AdSC), ou cellules souches tissulaires, sont
retrouvées, comme leur nom l'indique, au niveau des tissus de sujets adultes et
sont généralement prélevées lors de biopsies [38]. Elles peuvent se différencier
en cellules ou former des organes de méme lignée génétique que leur tissu
d’origine. Leur durée de vie in vitro est limitée et leur culture nécessite donc un
apport régulier d'échantillons frais. Les SC intestinales LGR5+ mises en évidence

par Sato et al. entrent dans cette catégorie [71].

2.2.2 Cellules souches pluripotentes

Les cellules souches pluripotentes (PSC) peuvent se différencier en de
nombreuses lignées cellulaires et générer un organisme entier. Elles sont
particulierement utiles pour former des organoides de structures peu accessibles

comme la rétine ou le cerveau.

2.2.3 Cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires humaines (hESC) sont isolées pour
la premiere fois en 1998 par James Thomson et al. [99]. Ce sont des PSC
dérivées d’un blastocyste, qui représente le stade embryonnaire obtenu aprés 5-
6 jours de développement (in vivo ou in vitro) [100]. Les hESC permettent
d’étudier les processus d'embryogenése et d’organogénése.

Cependant, du fait de leur origine, leur utilisation souleve des questions
ethiques majeures. En 1994, les premieres lois de bioéthique interdisent toute
recherche sur les cellules embryonnaires humaines en France. A compter de
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2004, ces expeériences sont autorisées uniquement sur dérogation et ce n’est
qu’'a partir de la loi de bioéthique de 2013 qu’elles sont finalement autorisées
[101]. La derniéere loi de bioéthique n°2021-1017 datant du 2 aolt 2021 stipule
que la recherche sur 'embryon humain ne peut étre entreprise sans autorisation
préalable par les institutions compétentes. L’Agence de biomédecine valide les
protocoles de recherche sur la base d’arguments justifiant la pertinence et
I'intérét scientifique de ces recherches. Elles se déroulent uniquement au sein

d’établissements agréés [102].

2.2.4 Cellules somatiques et cellules souches pluripotentes induites

Les cellules somatiques sont des cellules tissulaires prélevées sur des
organes [103]. Elles ont perdu leur capacité a se différencier et a s'auto-
renouveler. Il est cependant possible de les “reprogrammer” pour qu'elles
acquierent a nouveau des propriétés de SC. Elles sont alors appelées cellules
souches pluripotentes induites (iPSC) [104]. Leur découverte a valu un prix Nobel
en 2012 au chercheur japonais Shinya Yamanaka [105].

Via exposition a des protéines ou facteurs de croissance, il est possible
d’orienter le devenir des iIPSC. Elles sont utilisées comme sources des trois
couches germinales (endoderme, mésoderme et ectoderme) couramment
appelés feuillets embryonnaires [97]. Leur génération et différenciation en tissus
spécifiques requiérent cependant plusieurs semaines de culture ce qui augmente
significativement le risque de contamination ou de différenciation non souhaitée
[106]. L'utilisation de ces cellules permet de contourner les problémes liés aux

hESC.
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2.2. Protocoles d’obtention des modéles organoides

L’obtention d’organoides est un processus découpé en plusieurs étapes
(Figure 9). Dans un premier temps, les cellules sont prélevées d’un individu. Les
tissus sont dissociés si nécessaire a l'aide d’enzymes, pour obtenir des
suspensions unicellulaires. Il faut ensuite établir leur identité cellulaire adaptée a
l'organe modélisé. Ceci passe par l'activation ou la déplétion de voies de
signalisation essentielles pour le développement a I'aide de morphogénes ou de
inhibiteurs de signalisation. Les cellules somatiques sont éventuellement
reprogrammeées en iPSC. Puis, placées dans un milieu de culture adapté, les
cellules sont orientées vers leur différenciation terminale. Enfin, se déroule
I'étape d’expansion en 3D des cultures de cellules. Pour se faire, les cellules
peuvent étre intégrées a une matrice 3D préexistante ou étre agrégées en

structures en 3D [57].
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Figure 9. Etablissement d'organoides dérivés de cellules souches pluripotentes ou de
cellules souches tissulaires.
Schéma adapté de [107]
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Les facteurs de croissance, de différenciation, ou tout autre réactif présent
dans le milieu de culture, agissent sur les cellules et orientent le devenir. En
fonction du type d’organoide souhaité, la composition du milieu et les conditions
de culture vont varier. Les principaux composés utilisés pour la formation des
organoides sont regroupés dans un tableau (Tableau 2). Par ailleurs, les cultures
organoides, en particulier les cellules d’origine humaine, nécessitent la présence
d’antibiotiques et de fongicides pour prévenir les contaminations par des micro-
organismes [108].

La matrice extracellulaire impacte également la différenciation des SC. La
matrice (ou hydrogel) la plus couramment utilisée pour mettre au point des
organoides est appelée Matrigel. Cette membrane basale riche en laminine est
extraite du sarcome de souris Engelbreth-Holm-Swarm. Elle se compose de plus
de 2000 protéines différentes. Du fait de son origine animale et de son manque
de caractérisation précise, il n'est pas encore possible de I'utiliser pour des
applications cliniques chez I'hnumain. Des recherches sont menées pour
développer de nouveaux hydrogels, a base de matériaux naturels (acide
hyaluronique, fibrine, collagéne) ou synthétiques [38]. La mise au point d’'une
matrice universelle adaptée a I'ensemble des modéles organoides et présentant
des caractéristiques compatibles a des transferts chez I'étre humain, permettra
sans nul doute des avancées considérables en recherche biomédicale.

Les systéemes organoides issus d’AdSC sont le plus souvent obtenus par
la méthode R-spondin. Ce protocole nécessite l'activation de la voie de
signalisation Wnt (R-spondin 1 et Wnt3a), la présence d'une matrice
extracellulaire, de facteurs de croissance spécifiques pour la prolifération
épithéliale des cellules de I'organe modélisé, et enfin de facteurs permettant

'autorenouvellement des SC, comme le facteur de croissance transformant 3
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(TGF-B) et l'inhibiteur de la protéine morphogénétique osseuse (BMP). Cette
méthode permet I'obtention d’organoides intestinaux [57,97].

La méthode SFEBq consiste a cultiver des agrégats ressemblant & des
corps embryonnaires dans un milieu sans sérum et sans facteurs de croissance.
Elle requiert la dissociation préalable des PSC ou iPSC en une suspension
unicellulaire. L’objectif est de limiter tout signal inductif endogene. Cette
dissociation est ensuite suivie d’'une agrégation rapide des cellules. Elle conduit
a la formation d'organoides dérivés d’épithélium neural [97].

Pour développer des organoides cérébraux, appelés aussi cérébroides,
les cellules sont orientées de telle facon a former des corps embryoides avant de
se différencier vers la lignée neuroectodermique. Les agrégats cellulaires
contenant les précurseurs du développement du tissu cérébral sont ensuite
placés dans un bioréacteur rotatif pour le reste du développement [57]. Ces
derniers modélisent les forces de frottements et de cisaillements au sein des
liquides biologiques. lls augmentent la probabilité de contact entre les cellules et
favorise I'obtention de structures 3D. En combinaison avec des facteurs de
différenciation et de maturation appropriés, Qian et al. obtiennent ainsi différents
types de cérébroides [73].

Le tissu d'origine des organoides dérivés des iPSC n'est généralement
pas inflammatoire (ex: fibroblastes de la peau). Les cellules sont reprogrammées
et cultivees pendant plusieurs semaines ou mois en l'absence de milieu
inflammatoire. Les systemes dérivés des iPSC ne sont donc pas a privilégier pour
I'étude de pathologies inflammatoires complexes et multifactorielles. A contrario,
ils s’avérent étre d'excellents outils pour étudier les troubles inflammatoires

d'origine génétique exclusivement, tels que les MICI monogéniques [106].
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Réactifs

Mécanisme d’action

Applications dans les cultures organoides

Activine A

B27 (Supplément)

BDNF
(brain derived
neurotrophic

factor)

BMP
(bone
morphogentic
protein)
CHIR99021

DMEM*/F12
(*Dulbecco’s
modified Eagle
medium)
EGF
(facteur de
croissance
épidermal)
FGF** agonistes
(**Fibroblast
growth factor)
Gastrine

GDNF
(facteur
neutrophe dérivé
de la glie)
IL-22

Insuline
Jagged-1
LDN-193189
N2 (Supplément)
N-Acétylcystéine
Nicotinamide

(vitamine PP ou
B3)

Active de la voie TGF-[3 [109]

Mélange d’enzymes antioxydantes,
protéines, vitamines et acides gras
[112]

Liaison au récepteur TrkB [115]

Activation de la voie BMP

Stimule la voie WNT canonique
[120]

Activation de la voie
RAS/RAF/MEK/ERK [121]

Activation de la voie de signalisation
FGF [122]

Agoniste sélectif du récepteur
cholecystokinin-2-recptor (CCK2R)
[124]

Liaison au récepteur de la famille
GDNF-a 1 (GFRal) et activation du
récepteur tyrosine kinase RET [125]

Signalisation du transducteur de
signal et de I'activateur de la
transcription 3 (STAT3) [14]

Stimulation de la voie Notch [126]

Inhibiteur de la voie BMP [127]

Piége les espéces réactives de
'oxygene et active ERK1/2.
Précurseur du glutathion [108]
inhibiteur ROCK [128]

Facteur de croissance

Différenciation des PSC en endoderme définitif
[110-111]

Favorise la différenciation et la survie neuronale
en culture [113]

Maintient et facilite la formation de sphéres
tumoroides in vitro [108, 114]

Facteur de croissance

Augmente la survie cellulaire dans les organoides
de cblon [116]. Augmente la maturation des
neurones dans les organoides du cerveau
antérieur [117]

Limite I’hyperprolifération de I'épithélium intestinal
et 'autorenouvellement des SC Lgr5+ [118-119]

Stimule la prolifération des SC [120]

Milieu de culture sans sérum utilisé pour la
culture d’organoides [116]

Stimule la migration, la prolifération des SC et
inhibe 'apoptose [121]

Favorisent la survie, la prolifération des SC, la
morphogénese épithéliale et le maintien des
organoides in vitro a long terme [123]

Effet mitogene sur les cellules gastriques [124]

Facteur de croissance
Augmente la maturation des neurones dans les
organoides du cerveau antérieur [117]

Induction de la prolifération des SC et de la
croissance des organoides [14]

Maintenance de SC neurales [113]

Préserve I'état indifférencié des SC, favorise la
prolifération, blogque la différenciation sécrétoire,
maintenant ainsi les cryptes prolifératives [121]
Facilite la différenciation des PSC en
progéniteurs neuraux [127]

Favorise la croissance des cellules post-
mitotiques [108]

Augmente la survie cellulaire en diminuant le
stress auquel sont exposées les cellules
primaires en culture [108]

Augmente la survie et favorise la différenciation
des ESC et des iPSC [128]
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Réactifs

Mécanisme d’action

Applications dans les cultures organoides

Noggin

p38

Pénicilline/
Streptomycine
PGE2
(prostaglandine
E2)

Purmorphamine

R-spondin 1

SB431542

SHH

(sonic hedgehog)
TGF-B

Wnt3a

Y-27632
(Dihydrochloride)

Inhibiteur de la voie BMP [118]

Activation en réponse a un stress
cellulaire

Action combinée contre les bactéries
a Gram positif et négatif [130]

Activation des composants de la
voie WNT canonique [131]

Active la voie Hedgehog par liaison
au récepteur Hedgehog
Smoothened [133]

Augmente la voie WNT/B-caténine
[135-136]

Inhibiteur de TGF-B [137]

Superfamille des TGF-p [137]

Active la voie WNT canonique [140]

inhibiteur de la voie ROCK
(Rho-associated protein kinase)
[141]

Facteur de croissance

Inhibe la différenciation induite par la voie BMP
[129]

Stimule la formation de cryptes intestinales [118]
Module la prolifération, la différenciation des
cellules et le mécanisme d’apoptose [108]
Antibiotiques utilisés pour éviter les
contaminations bactériennes dans les cultures in
vitro [130]

Augmente la survie et la prolifération des SC
[121]

Favorise la différenciation des hESC et iPSC
[132]

Favorise la différenciation des progéniteurs et
des motoneurones de la colonne vertébrale
ventrale issus de PSC humaines [134]

Facteur de croissance

Préserve I'état indifférencié des SC

stimule la prolifération des cellules cryptiques
[121, 135]

Reprogrammation de cellules somatiques en
iPSC [116, 138]

Oriente la différenciation neurale des PSC [139]

Régule l'auto-renouvellement et la différenciation
des lignées mésendodermales.

Facteur de croissance

Préserve I'état indifférencié des SC et

stimule la prolifération des cellules cryptiques
[121, 140]

Augmente la survie des SC en limitant I'anoikis.
[141]

Tableau 2. Principaux réactifs, facteurs de croissance, facteurs de différenciation
utilisés dans les cultures organoides

3. Applications des modeéles organoides

Les organoides possedent de nombreuses applications en pharmacie et

biomédecine (Figure 10). lls appréhendent les mécanismes physiologiques ou

physiopathologiques de maladies humaines telles que les cancers [77,142-148],

maladies inflammatoires chroniques de Tlintestin (MICI) [80-81], maladies

infectieuses [149-151], neurodégénératives [18] ou encore des anomalies du

développement [72], de fagon plus pertinente que ne le permettent les
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traditionnelles cultures en 2D. En effet, on retrouve plusieurs types cellulaires au
sein d'un méme organoide, contrairement aux cultures in vitro classiques qui

n’utilisent le plus souvent qu'une seule lignée cellulaire.

Conditions
physiologiques

Médecine
personnalisée

(transplantation
d'organes...)

Etude Physiologie

@%@ Screening
Maladies Toxicologiques
génétiques (efficacité traitement,
Cellules toxicits..)
Souches
Etude
Infections Physiopathologie
(Helicobacter pylori...)
Medecine
personnalisée
(adaptation traitement,
Conditions Cancer posologie...)

pathologiques
Madifications du

génome

Figure 10. Applications des organoides obtenus a partir de cellules souches

Des études sur I'impact du microbiome intestinal dans le développement
de MICI reposent sur des co-cultures d’organoides intestinaux et de pathogénes
[148]. L’intégration des micro-organismes peut se faire directement par
microinjection de pathogénes dans la lumiere des organoides [87,96,152] ou
apres fragmentation mécanique et réagrégation des cellules en une structure 3D
[107]. Leurs résultats suggerent que la survie et la prolifération de ces micro-
organismes sont modélisables in vitro au sein des systemes organoides.

Du fait de sa localisation, le cerveau est un organe difficilement accessible.
Le développement et I'évolution des pathologies neuropathiques restent souvent
mal définis. Il n’existe pas de traitement curatif pour de nombreuses maladies
neurodégénératives telles la SEP, la maladie d’Alzheimer, la maladie de
Parkinson ou encore la sclérose latérale amyotrophique (SLA). Les études du

développement cérébral et de neuropathologies passent généralement par
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I'utilisation de modeéles expérimentaux. Les plus courants sont les modéles
animaux que nous avons déja évoques, I'étude de coupes de cerveaux humains
en post-mortem ou les études sur le génome humain [153]. L’utilisation
organoides cérébraux, appelés également cérébroides, offre de nouvelles
perspectives d’étude de la physiologie et physiopathologie humaine au sein du
SNC. Afin de comprendre l'impact d’une infection avec le virus Zika sur
'apparition de microcéphalies, Jason Dang et al ont infecté des organoides
cérébraux dérivés de hESC avec la souche africaine du virus MR766 [154-155].
L’infection a induit une suractivation du récepteur TLR3 qui a entrainé a son tour
une dérégulation de genes impligués notamment dans la prolifération cellulaire.
Leurs résultats ont montré des anomalies développementales et une atrophie
générale des organoides cérébraux consécutive a une augmentation du
mécanisme d'apoptose et une atténuation du processus de neurogenése [156].

Les organoides facilitent les recherches sur le génome et maladies
génétiques. L'utilisation de cellules génétiquement modifiées grace a la
technologie CRISPR-Cas9 compatible avec les systémes organoides offre de
nouvelles perspectives [142]. lls rendent possible les recherches sur I'impact de
la suppression de I'expression de genes essentiels lors du développement
embryonnaire. Ces inhibitions conduisent habituellement a une létalité
embryonnaire systématique et ne peuvent donc pas étre réalisées en in vivo [38].
Des études antérieures ont montré l'utilité des modeles d'organoides cérébraux
formeés a partir d'iPSC dérivées de patients pour modéliser des microcéphalies
consécutives a une mutation non-sens hétérogene dans CDK5RAP2 [72,155].
Dans les pathologies monogéniques, les organoides pourraient constituer une
réserve de cellules disponibles pour des transplantations autologues greffées

apres modifications génétiques [38].
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Du fait en partie de leur relative facilité d'acces et de manipulation
technique et génétique, ils favorisent la formation de biobanques pour la
recherche biomédicale [157]. lls sont de bons candidats afin de répondre au
manque d’organes disponibles pour des transplantations.

Les systemes organoides ouvrent la voie aux criblages précliniques ou
toxicologigues exhaustifs de candidats médicaments et de produits chimiques,
avec des résultats plus fiables et biologiquement pertinents que les modeles 2D
[156]. Leur utilisation a d’ailleurs déja permis de tester plusieurs substances
antitumorales efficaces.

lls sont également employés dans le cadre de la médecine personnalisée.
Les organoides dérives de cellules de patients (PDO) gardent le profil
transcriptionnel et mutationnel de la tumeur d’origine pour un individu donné. lls
étudient la réponse spécifique et le risque de résistance de la tumeur face a un
panel de traitements [158]. Il est ainsi possible d'adapter la stratégie
thérapeutique (substance utilisée, posologie...) afin d'aboutir a une meilleure
prise en charge des patients porteurs de maladies génétiques ou de cancers. Les
résultats de recherches, menées sur des PDO de patients atteints de cancer,
suggerent que les organoides sont de bons modéles prédictifs de I'efficacité d’'un

traitement (chimiothérapie, irradiation) en in vivo [159].
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PARTIE 4 : Intégration du systeme immunitaire dans les organoides

Les systemes organoides permettent de s’affranchir de nombreuses
contraintes liées a I'utilisation des modéles 2D et in vivo. Néanmoins, au méme
titre que les modeles 2D, ils ne constituent pas des organismes entiers. Les
organoides classiqgues ne possedent pas de systeme immunitaire. La recherche
avancant, de nouvelles stratégies permettent désormais de constituer des

organoides immunocompétents.

1. Co-cultures d’organoides et de cellules immunitaires

Une des stratégies d’intégration du systéme immunitaire consiste a placer
en co-culture des organoides avec des cellules immunitaires (LB, NK, LT
cytotoxiques, LT auxiliaires, etc.) (Figure 11). Il est également possible d’intégrer
des molécules médiatrices de la réponse immunitaire comme des cytokines ou
les molécules du complément [14]. Cette méthode peut étre appliquée a de
nombreux organoides. Elle est par exemple envisagée pour étudier les
pathologies inflammatoires du rein [76].

Il est possible « d’activer » les cellules en co-culture, en ajoutant dans le
milieu des molécules immunogenes, comme des lipopolysaccharides (LPS),
ligands du TLR4. Cette liaison va induire une inflammation tissulaire. Les co-
cultures récapitulent ainsi mieux I'environnement inflammatoire persistant
observé dans les maladies inflammatoires, comme les MICI.

Du fait d’'une induction de la différenciation et en présence de cytokines
pro-inflammatoires, le nombre de cellules souches intestinales (CSI) diminue
dans les co-cultures d’organoides et de LT helper 2 pré-activés. Inversement, en

présence d’IL-10, qui a pour fonction de diminuer la réaction inflammatoire, le
55



nombre de CSI a tendance a augmenter. D’autres interleukines (ex: IL-13, IL-33,
IL-4) semblent également influencer la différenciation des cellules de gobelet et

de la tuft dans les organoides intestinaux murins [14].

Sang périphérique

PBMC

Co-culture de
cellules
immunitaires et
d’organoides
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(0 CIOJ‘
\ Sl A N
Ny -
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Cellules tissulaires Organoide

Figure 11. Systéme de co-cultures autologues

C3a est une molécule de la cascade du complément jouant un réle dans
la régulation de la réponse immunitaire. Elle intervient dans le développement de
I'inflammation et dans les processus de réparation des Iésions dans les organes.
Des organoides intestinaux murins ont démontré que par le biais d’une
interaction avec C3aRl1, l'ajout de C3a dans le milieu de culture permet
d’améliorer I'expansion des SC ainsi que la formation d’organoides. Ces résultats
suggerent que le complément intervient dans la régénération intestinale [160].
D’autres expériences sur les modeles organoides mettent en exergue I'action
des cytokines et de la cascade du complément sur le développement des cellules
epithéliales. Ces recherches soulignent ainsi I'intérét d’intégrer ces composantes
dans les cultures in vitro afin de pouvoir mieux récapituler les mécanismes se

déroulant in vivo.
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1.1. Co-cultures de cellules immunitaires et de micro-organismes

Des études se sont déja intéressées aux interactions entre les épithéliums
et les micro-organismes pathogenes dans le cadre d’infections virales (ex : virus
Zika), bactériennes (ex: Helicobacter pylori) [150] ou parasitaires (ex
Cryptosporidium) [87]. Mais les modéles étaient dépourvus de systeme
immunitaire, acteur pourtant central dans la gestion des pathogénes. Les
résultats obtenus ne sont donc pas directement transposables a I'humain.
L'utilisation des co-cultures rend désormais possible I'étude de l'interaction
tripartite entre les micro-organismes pathogenes, ou faisant partie du

microbiome, les cellules épithéliales et les cellules immunitaires [96,161].

1.2. Co-cultures de cellules immunitaires et cancéreuses

Les co-cultures de cellules immunitaires et de cellules cancéreuses
refletent plus fidelement le microenvironnement tumoral [145-146,162-163]. I
existe deux approches principales pour constituer ces PDO.

L’approche holistique comprend I'ensemble de I'environnement tumoral
soit les cellules immunitaires, les cellules cancéreuses, les cellules stromales (ex
: fibroblastes), etc. Elle permet de mieux refléter les mécanismes se déroulant in
vivo. La présence des cellules stromales augmente par ailleurs la durée de vie
en culture des cellules immunitaires [163].

L’approche réductionniste, quant a elle, isole dans un premier temps les
cellules immunitaires d’'un patient (ex : PBMC a partir du sang) avant de les
placer avec des organoides tumoraux préalablement formeés. Elle étudie les

interactions spécifiques entre les cellules [14]. Elle permet des études plus
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longues que l'approche holistique. En 2018, Dijkstra et al. ont établi une co-
culture d’organoides tumoraux autologues avec des LT issus de PBMC afin
d’'induire et d’analyser la réponse des LT spécifiques de la tumeur [146]. Leurs
résultats suggerent que ce modéle permet d’enrichir les cultures avec des
cellules T réactifs a la tumeur & partir du sang périphérique de patients atteints
d’un cancer colorectal ou d’'un cancer du poumon non a petites cellules. De plus,
ces LT avaient la capacité d’éliminer les cellules tumorales au sein des
organoides. Cette approche permet d’évaluer la réaction des cellules T face aux
cellules cancéreuses pour un patient donné et montrent que les cellules
immunitaires en co-cultures conservent leurs fonctions.

L’association entre un PDO et des cellules immunitaires autologues
permet de mieux prédire le développement futur in vivo d’'une tumeur chez un
patient donné. L’incorporation de cellules lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL),
associée a la présence de cellules tumorales, reproduit les mécanismes de
suppression immunitaire induite par les tumeurs par contact direct [163]. Les
macrophages associés aux tumeurs (TAM) améliorent la différenciation des
modéles organoides intestinaux. En effet, les organoides conservent un profil
immature davantage représentatif des tissus foetaux. L’intégration de cellules
immunitaires grace aux co-cultures procure une niche de croissance plus réaliste
et aboutit a la formation d'organoides plus matures. STAT3-activating interleukin-
2 (IL-2), sécrétée par les cellules immunitaires, a d’ailleurs démontré un role clé

dans la maturation d’organoides intestinaux dérivés de PSC humaines [164].

1.3. Co-cultures de cérébroides et de microglie

Le cerveau humain présente un haut degré de complexité, car il contient
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différentes populations neurales, des astrocytes, des oligodendrocytes, de la
microglie et la population de cellules de la barriere hémato-encéphalique [18]. La
mise au point de cérébroides possédant 'ensemble de ces structures n’est pas
chose aisée.

De nouveaux modéles de cérébroides arrivent a inclure la microglie
reconnue comme étant un acteur majeur dans les pathologies du SNC. Ces
systemes ont déja permis d’améliorer la compréhension de leurs mécanismes
physiopathologiques et d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques.

Ainsi, un modele cérébroide a pu identifier les cellules impliquées dans la
pathogenése de la maladie d’Alzheimer liée a I'apolipoprotéine E4 (APOE4). Les
résultats montrent une surexpression de génes associés aux réponses
immunitaires qui pourraient entrainer une perturbation des fonctions
phagocytaires de la microglie associée a une augmentation de I'inflammation
cérébrale. Ces mécanismes pourraient expliquer au moins partiellement
'accumulation accrue de béta-amyloide (AB) observée dans la maladie
d’Alzheimer [165].

Les travaux d’Abud et al. ont permis d’obtenir des microglies induites
(IMGL) a partir d'iPSC grace a un protocole expérimental durant environ 40 jours.
L’analyse transcriptomique de ces cellules a montré qu’elles étaient similaires a
la microglie humaine et foetale une fois en culture. Elles étaient capables de
sécréter des cytokines, de migrer vers des zones de lésions et de phagocyter
certains substrats. Ils ont ensuite placé 5 x 10° iMGL en co-culture avec des
organoides cérébraux. Leurs résultats leur permettent de conclure que ces iIMGL

peuvent aider a la compréhension des maladies neurologiques humaines [166].
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2. Organoides Lymphoides

Une autre stratégie, plus difficile a mettre en place, consiste a reconstituer
des organoides lymphoides (rate, thymus, ganglion lymphatique, MO...) comme
source directe de cellules immunitaires.

Des organoides lymphoides ont déja montré leur capacité fonctionnelle.
Des cellules T matures fonctionnelles ont ainsi pu étre générées a partir de CSH
et de cellules progénitrices au sein d'organoides thymiques. Ces cellules
CD34+CD3-, CD34 étant un marqueur de CS et CD3 de LT, mises en coculture
avec des cellules stromales de la lignée cellulaire MS5-hDLL1 se sont
différenciées dans un premier temps en cellules CD34-CD3+ puis en cellules
CD8+ a 90%. Les cellules étaient capables de reconnaitre et d'éliminer
spécifiquement des cellules de carcinome murin apres exposition a un Ag de la
tumeur [167]. Ceci démontre la faisabilité et lintérét de cette approche.
Cependant, au-dela de 56 jours, les cultures in vitro actuelles d’organoides
thymiques perdent certaines de leurs fonctions [14]. Une optimisation des
protocoles pour le maintien a long terme sera nécessaire pour étudier les
pathologies chroniques.

En 2019, Lenti et al. publient les résultats de leurs travaux centrés sur la
mise au point d’'organoides de ganglions lymphatiques fonctionnels transplantés
in vivo [168]. Brievement, les ganglions lymphatiques sont des tissus lymphoides
secondaires qui jouent un réle essentiel dans la filtration de la lymphe et dans la
promotion des réponses immunitaires adaptatives. lls sont découpés en 3 zones
. le paracortex, le cortex et la médulla. lls sont traversés par des canaux et
fissures qui drainent le liquide lymphatique et favorisent le contact entre les CPA
et les lymphocytes. Les cellules stromales y jouent un role essentiel de contrdle

et de structuration. La médulla au centre regroupe des macrophages, des
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plasmocytes et des LB transitoires. Les cellules B sont principalement retrouvées
au niveau du cortex. Attirés par les CPA, ils migrent au travers du paracortex
dominé par les LT. Ces derniers, une fois activés par un Ag, rejoignent la zone
corticale pour interagir et recruter les LB. Au sein d’'un centre germinatif (GC), les
LB vont se différencier en centrocytes puis en plasmoblastes ou plasmocytes
sécréteurs d’Ac. Les GC sont essentiels a la réponse immunitaire. lls peuvent
apparaitre ailleurs que dans les ganglions lymphatiques dans certaines
pathologies auto-immunes (ex: SEP, polyarthrite rhumatoide). lls sont alors
appelés organes lymphoides tertiaires [13]. Les auteurs ont réussi a développer
des organoides lymphoides a partir de progéniteurs stromales lymphoides et
d’'une matrice extracellulaire décellularisée. lls ont ensuite transplanté ces
structures chez des souris, dans des régions dépourvues de ganglions
lymphatiques apres résection chirurgicale. Les organoides transplantés ont
réussi a s’intégrer a la circulation lymphatique endogéne. Prés de 70% des
structures présentaient une infiltration importante de cellules T et B. Apres
immunisation, les ganglions lymphatiques synthétiques étaient capables de
soutenir une réponse immunitaire antigene-spécifique [168].

Ces recherches font office de preuve de concept et démontrent la
faisabilité¢ et l'intérét de mettre au point ces systemes. Les organoides
lymphoides pourraient étre transplantés chez I'humain afin de remplacer ou
réparer des organes lymphoides endommagés (ex: lymphadénectomie,

lymphodéplétion) [169].

3. Organoides et technologie microfluidique

Dans un deuxieme temps, il serait possible de “connecter” ces organoides

lymphoides a d’autres types d’organoides (tumoroides, organoides de foie, rein,
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poumon etc.) grace a des réseaux de vascularisation en se servant de la
technologie des organes sur puce, ou organ-on-a-chip en anglais.

Brievement, les modéles d’organes sur puce ont posé les bases de
'ingénierie des systéemes de communication inter-organes appliqués aux
modéles organoides [170]. lls prennent en compte les propriétés biochimiques et
biophysiques du microenvironnement in vivo et intégrent des cellules
spécialisées. En 2016, Paula G. Miller et Michael L. Shuler mettent au point un
complexe constitué de 13 organes formé a partir de 5 lignées cellulaires, un
corps-sur-une-puce ou body-on-a-chip. Leurs travaux démontrent la faisabilité
d'une telle construction, de I'exploitation et de [I'entretien d'un systéme
microphysiologique simple capable de mesurer les fonctions cellulaires [171].
Les organ-on-a-chip ont 'avantage d’avoir une durée de vie plus longue que les
organoides mais restent difficiles & mettre en place de par leur complexité de
configuration. Leur manque de complexité, du point de vue de leur architecture
cellulaire, associé a I'utilisation de lignées cellulaires définies remet cependant
en question leur pertinence physiologique.

Ainsi, Natarajan et al. ont utilisé la technologie de microfluidique afin de
mimer les interactions entre un organe solide et les LT circulants durant les
infections au virus de I'hépatite C dans des organoides hépatiques [172].

La pandémie du virus SARS-Cov-2 a permis d’éprouver les technologies
organoides. Elles ont servi a étudier les mécanismes de pathogénicité du virus
et les conséquences de linfection sur I'organisme. Elles ont par ailleurs aidé a
identifier le tropisme du virus au niveau neurologique, vasculaire, pulmonaire,
reproductif ou digestif. Les organoides immunocompétents se sont révélés des
supports de choix pour tester rapidement l'efficacité de nouveaux médicaments

[173-174]. lls pourraient s’avérer des outils indispensables pour la recherche de
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futurs vaccins et traitements lors de prochaines épidémies.
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PARTIE 5 : Challenges des modeéles organoides

L’intégration du systéme immunitaire permet de prendre en compte les
interactions entre les cellules épithéliales et les cellules immunitaires, que ce soit
en conditions physiologiques ou dans le cadre de pathologies comme les cancers
ou les maladies auto-immunes. Nonobstant, aucun modéle expérimental n’étant
parfait, les organoides présentent plusieurs limites que nous évoquons dans

cette derniére partie. Elles sont d’ordre technique et éthique.

1. Limitations techniques

L’autoassemblage des cellules, qui caractérise les systemes organoides,
conduit a une grande hétérogénéité des modeles obtenus. Cette variabilité
dépend également de la phase de pré-traitement qui interfere avec les signatures
immunitaires des échantillons.

Maintenir des cultures d’organoides a long terme est un défi de taille. Plus
I'architecture en 3D est complexe, plus les cellules localisées au centre peinent
a recevoir un apport suffisant en nutriments du fait d’'une moins bonne irrigation.
Couplé a une évacuation limitée des déchets présents dans les milieux de
culture, ces difficultés accroissent le risque de nécrose cellulaire et diminuent la
durée de vie des cultures organoides [57]. En cas d'utilisation de tissus
inflammatoires issus de patients, le nombre d’organoides viables obtenus est
faible, du fait d’'une plus grande mortalité cellulaire et de besoins spécifiques en
termes de nutriments ou de conditions de culture.

Les organoides dérivés de biopsie peinent a récapituler toute la diversité
cellulaire et la complexité du tissu parental. En effet, les cellules prélevées ne

représentent qu'un échantillon de la région tissulaire ou de I'organe [14]. Cela
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conduit de plus a une hétérogénéité majeure des structures obtenues. Une
solution évoquée par plusieurs auteurs serait de prélever des cellules de
différentes zones pour arriver a mieux refléter 'environnement du tissu étudié
[106].

La manipulation des modeéles organoides nécessite un personnel
compétent et formé aux procédures, capable de définir les conditions
nécessaires a la culture de nouveaux tissus (contenants, surface, composition
du milieu de culture...). Les protocoles expérimentaux sont complexes et font
intervenir de nombreuses étapes de développement dépendantes du type
cellulaire utilisé. La standardisation des procédures aboutira tres certainement a
un bond dans l'utilisation de ces technologies innovantes. Leur utilisation pour le
criblage toxicologique a haut débit dépend de la reproductibilité des organoides
obtenus pour assurer une comparabilité des résultats d'une expérience a l'autre.

Il est pour I'heure difficile de récapituler toute la diversité cellulaire au sein
des modeéles organoides, certaines sous-populations immunitaires n’ayant a
priori pas encore été identifiees a ce jour. D'une maniére plus générale, les
caractéristiques et propriétés des cellules immunitaires, leurs interactions avec
les cellules de I'organisme et avec leur environnement ne sont pas clairement
définies. Les organoides seront sans nul doute des outils intéressants pour en

apprendre davantage sur ces mécanismes.

2. Réflexions éthiques et organoides

Au méme titre que les autres modeles d’expérimentation, les organoides
soulevent des questionnements éthiques. Pour terminer cette these, nous allons
évoquer ces différentes réflexions relatives a leur utilisation.

Les organoides sont en accord avec le principe des 3R puisqu’ils
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contribuent a réduire, voire a remplacer, les animaux utilisés a des fins
expérimentales. lIs offrent une alternative pertinente aux modeles animaux.

En revanche, le débat qui concerne l'utilisation de cellules et de tissus
embryonnaires ou foetaux pour former ces structures organoides est un sujet
complexe. Il integre les notions de multiculturalité et de différences religieuses au
sein des sociétés. Nous prenons ici deux exemples. La religion, ou philosophie,
bouddhiste tolére les recherches sur les embryons humains si elles sont réalisées
pour le bien commun. En revanche, I'Eglise catholique reconnait I'existence d’un
étre humain a part entiere dés linstant ou un ovocyte est fécondé. En
conséquence, elle proscrit formellement I'utilisation de cellules ou tissus dérivés
d’embryons et de feetus [175] y compris pour les technologies organoides. Cette
difficulté peut étre contournée par 'utilisation des iPSC ou d’AdSC.

Mais qu’en est-il du séquencage et de la diffusion du génome des cellules
prélevées pour les recherches sur les organoides ? La diffusion depuis plus de
60 ans des cellules et du génome d’Henrietta Lacks dans le monde entier, sans
'accord préalable de la patiente ou de sa famille, est une erreur qui doit nous
servir de lecon [36]. Les instances et établissements de recherche se doivent de
garantir la sécurité des expérimentateurs, des sujets d’étude et des patients. La
loi de bioéthique de 2021 n’autorise les dons de corps a des fins d’enseignement
médical et de recherche qu’apres le recueil du consentement écrit du donneur ou
de ses proches le cas échéant. Il ne peut s’obtenir qu’aprés information de la
nature de I'examen, et de son ou de ses objectifs. La diffusion éventuelle des
cellules, et donc potentiellement du génome, dans d’autres centres ou instituts
de recherche doit étre notifiee au donneur, qui décide de donner ou non son
accord. Ce consentement est révocable a tout moment [176].

Afin d’établir un climat de confiance avec le grand public, les équipes de
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recherche se doivent d'assurer le respect de lintégrité scientifigue dans la
communication de leurs résultats. Une meilleure transmission de l'information
aux populations pourrait passer au travers d’'un travail de vulgarisation des
travaux menes.

Enfin, & partir de quand, a partir de quel degré de différenciation, de
complexité, quelle taille, considérons-nous qu’un organoide est un étre humain ?
En partant de I'hypothése que les modalités de culture remplissent toutes les
conditions requises (enrichissement milieu de culture adéquat, amélioration des
techniques de mise au point des systémes...) serait-il alors possible de recréer
in vitro un cerveau capable de pensée, de mémoriser ou de ressentir des
émotions ? C'est une question a laquelle plusieurs équipes de recherche se sont
efforcées de répondre. Les auteurs concluent que, bien que non envisageable a
ce jour, au regard des technologies et connaissances actuelles, la possibilité de
créer un jour une forme de conscience est une éventualité & ne pas écarter et
qu’il est important de réfléchir des a présent au cadre réglementaire et éthique

autour de ces technologies [177-178].
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THESE SOUTENUE PAR : Mme Marion PRONO
TITRE :

IMMUNITE ET MODELES EXPERIMENTAUX EN RECHERCHE
PHARMACEUTIQUE : INTEGRATION DU SYSTEME IMMUNITAIRE
DANS LES MODELES ORGANOIDES

CONCLUSION :

De nouvelles structures en trois dimensions, appelées organoides, arrivent 4 mieux
récapituler in vitro, les processus biologiques observés in vivo que ne le permettent les modeéles
d’étude traditionnels. Ils reproduisent partiellement 1’anatomie, la morphologie et les fonctions
des organes qu’ils modélisent. Leurs applications diverses améliorent chaque jour un peu plus la
compréhension des mécanismes physiologiques et de développement de pathologies comme les
cancers, maladies inflammatoires de D’intestin ou neurodégénératives. Ces systémes sont
envisagés comme plateforme de criblages toxicologiques a grande échelle, et 4 terme comme
source d’organes pour des transplantations.

Néanmoins, les organoides classiques ne possédent pas de systéme immunitaire. Cette
composante essentielle de I’organisme intervient pourtant dans de nombreux mécanismes
physio- et physiopathologiques. C’est un systéme complexe dont les interactions avec les autres
cellules ne sont pas toujours clairement identifiées.

Des recherches récentes ont réussi a développer des organoides immunocompétents au
travers de deux stratégies : grace a la mise en place de cocultures de cellules immunitaires et
d’organoides, et par le développement d’organoides lymphoides, comme source directe de
cellules immunitaires, connectés a d’autres modeles organoides.

Malgré un engouement certain pour ces systémes a haut potentiel, I'impossibilité de
maintenir des cultures a long terme, couplée a I’hétérogénéité des structures obtenues, altére la
reproductibilité et la représentativité des résultats en particulier pour les études de long court.
Leur utilisation reste limitée et soumise a des contraintes a la fois techniques et éthiques.

Les organoides demeurent malgré tout une technologie innovante pleine de promesses.
Ils pourraient se révéler une alternative et un intermédiaire fiable entre les cultures en 2D et les
expérimentations in vivo chez I’animal ou I’étre humain, pour le développement de nouveaux
traitements ou dans la lutte contre de futures épidémies.
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IMMUNITE ET MODELES EXPERIMENTAUX
EN RECHERCHE PHARMACEUTIQUE : INTEGRATION DU
SYSTEME IMMUNITAIRE DANS LES MODELES ORGANOIDES

RESUME :

Le développement de médicaments est un processus complexe qui nécessite
I'utilisation de modéles expérimentaux pour évaluer l'efficacité et la sécurité chez
I'nomme. Cependant, les principaux modeéles expérimentaux utilisés dans la recherche
pharmaceutique sont soumis a des contraintes techniques, biologiques et éthiques. De
plus, certains d'entre eux ont des difficultés a intégrer le systéme immunitaire. Cette
composante essentielle de l'organisme est impliquée dans la lutte contre les agents
pathogénes exogénes ou endogénes mais aussi dans de nombreux autres mécanismes
physiologiques. Afin de faciliter la recherche fondamentale sur les pathologies humaines
et le développement de traitements, de nouveaux modéles expérimentaux ont été creés :
les organoides. Ces structures tridimensionnelles sont capables de reproduire I'anatomie
et les fonctions de I'organe qu'elles modélisent.

L'objectif de cette thése consiste a faire le point sur I'état actuel des connaissances
sur les modéles expérimentaux utilisés en recherche pharmaceutique et en particulier sur
les systemes organoides. Nous passons en revue les différentes stratégies d'intégration du
systeme immunitaire dans ces modeles. Enfin, nous discutons des contraintes techniques
et éthiques auxquelles les équipes de recherche et les institutions devront faire face afin

de permettre I'utilisation a grande échelle de ces technologies organoides prometteuses.

MOTS CLES : organoides, systéme immunitaire, modéles 3D, recherche

pharmaceutique
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IMMUNITY AND EXPERIMENTAL MODELS
IN PHARMACEUTICAL RESEARCH: INTEGRATION OF THE IMMUNE
SYSTEM IN ORGANOID MODELS

ABSTRACT :

Drug development is a complex process that requires the use of experimental
models to assess efficiency and safety for human beings. However, the main experimental
models used in pharmaceutical research are subject to technical, biological and ethical
constraints. In addition, some of them have difficulties in integrating the immune system.
This essential component of the organism is involved in the fight against exogenous or
endogenous pathogens but also in many other physiological mechanisms. In order to
facilitate fundamental research on human pathologies and the development of treatments,
new experimental models have been created: organoids. These three-dimensional
structures are able to replicate the anatomy and functions of the organ they model.

The objective of this thesis consists of a review for the current state of knowledge
on experimental models used in pharmaceutical research and in particular on organoid
systems. We review the different strategies for integrating the immune system into these
models. Finally, we discuss the technical and ethical constraints that research teams and
institutions will have to face in order to allow the large-scale use of these promising

organoid technologies.

KEY WORDS: organoids, immune system, 3D models, pharmaceutical research
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