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Les organes autoconstruits remplaceront-ils
la transplantation d’organes ? Le poumon

Will transplantation be replaced by the use of
bio-engineered organs from autologous cells? The lung
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Mots clés Résumé
¢ Organes La transplantation pulmonaire est toujours le seul traitement curatif de I’insuffisance respiratoire chronique au
¢ Transplantation stade terminal. Ses résultats restent néanmoins médiocres en raison du nombre insuffisant de donneurs, du rejet

chronique et des complications liées aux immunosuppresseurs. La mise au point d’un poumon bio-artificiel régé-
néré a partir de cellules autologues pourrait apporter une solution majeure a ces problémes non résolus. Nous
avons démontré qu’il était possible d’obtenir une régénération in vivo épithéliale et cartilagineuse au niveau
trachéobronchique en utilisant une matrice de tissu aortique. D’autres études ont permis une régénération tra-
chéobronchique in vitro par ingénierie tissulaire ou in vivo aprés implantation hétérotopique d’une allogreffe. La
problématique est encore plus complexe au niveau pulmonaire puisqu’il faut trouver une matrice élastique capa-
ble d’induire une régénération des différents éléments bronchiques, alvéolaires et vasculaires du poumon sur,
de plus, une large surface permettant ainsi une ventilation, une perfusion et des échanges gazeux. Des études
récentes ont démontré la possibilité de régénération des différents constituants du poumon in vivo et in vitro a
partir de cellules autologues, en particulier de cellules souches. La recherche en ce domaine, qui en est a ses
débuts, s’oriente aujourd’hui vers I’utilisation préférentielle d’une matrice pulmonaire décellularisée dont la
recolonisation épithéliale et endothéliale in vitro est obtenue par utilisation de cellules autologues. L’implanta-
tion in vivo chez I’animal semble permettre I’obtention d’un poumon bio-artificiel fonctionnel. Ces premiers
travaux laissent entrevoir une application chez I’homme dans 10 a 20 ans d’apres les prévisions les plus optimis-
tes.

¢ Ingénierie tissulaire
¢ Autologue
4 Poumon

Keywords Abstract

# Organs Lung transplantation is still the only curative treatment of end-stage pulmonary diseases. The results remain
¢ Transplantation however poor because of limited availability of lung donors, chronic rejection and complications related to im-
munosuppressive therapy. The use of a bio-artificial lung regenerated from autologous cells could offer a major
solution to these unsolved problems. We demonstrated that in vivo epithelial and cartilage regeneration of the
airways was possible with the use of matrix from aortic tissue. Other studies showed that in vitro or in vivo air-
way regeneration can be obtained respectively using bio-engineered techniques or after heterotopic implanta-
tion of allograft. A more complex challenge is represented by the regeneration of artificial lung. Indeed, it re-
quires the use of an elastic matrix that can promote regeneration of the different lung elements (airways, alve-
oli, vessels) over a large surface area, this allowing ventilation, blood perfusion and gas exchange. Recent stud-
ies demonstrated the possibility of in vitro and in vivo regeneration of lung tissue from autologous cells, espe-
cially stem cells. This emerging research in the field of bio-artificial lung seems to give priority to the preferen-
tial use of decellularized lung matrix and to promote recellularization with autologous epithelial and endothelial
cells. The implantation in animals of this recellularized matrix led to the achievement of a functional bio-
artificial lung. These pioneering works would allow first human transplantation of bio-artificial lung from bio-
engineering in the following 10-20 years.

4 Tissue engineering
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Problématique

Cinquante millions de malades environ vivent dans le Monde
avec une insuffisance respiratoire chronique au stade termi-
nal, toutes causes confondues. Le seul traitement de cette
affection engageant le pronostic vital est, dans des cas bien
sélectionnés, la transplantation pulmonaire dont la premiére
réalisation a été rapportée en 1963 (1). Ses résultats restent
néanmoins médiocres, principalement en raison du nombre
insuffisant de donneurs, du rejet chronique et des complica-
tions liées aux immunosuppresseurs (2-8). On compte égale-
ment parmi les facteurs limitant I’age qui interdit a beaucoup
de patients I’acces a ce traitement. Les nouvelles techniques
explorées depuis quelques années (donneurs a coeur arrété ou
non battant, reconditionnement « ex-vivo » des greffons pul-
monaires, donneurs vivants) posent encore des problemes
d’organisation, de législation et d’éthique, en particulier en
France (2-8). Enfin, les systemes d’assistance respiratoire par
circulation extracorporelle ne représentent actuellement
gu’une solution provisoire dans I’attente d’une transplanta-
tion ou d’une récupération dans le cadre de Iésions pulmonai-
res aigués (9, 10). Leur utilisation comme véritable poumon
artificiel sur une longue durée ne semble pas, aujourd’hui,
envisageable du fait de leur caractére externe, non implanta-
ble et du risque de thrombose. Dans I’avenir, la mise au point
d’un poumon bio-artificiel régénéré a partir de cellules auto-
logues pourrait, par contre, apporter une solution a ces nom-
breux probléemes.

Régénération trachéo-bronchique

A I’heure de la transplantation d’organes, la greffe trachéo-
bronchique reste un véritable défi chirurgical et biologique.
En effet, plus de cinquante années de recherche n’ont pas
permis de trouver un substitut idéal aux voies aériennes. Des
échecs successifs ont été observés avec les prothéses synthé-
tiques, les bioprotheses, les allogreffes trachéales et les auto-
greffes (11). Nous avons proposé, a partir de 1997, I’évalua-
tion du greffon aortique dans cette indication. Dans plusieurs
études expérimentales, nous avons démontré que I’autogreffe
aortique, I’allogreffe fraiche puis cryopréservée apportaient
des résultats encourageants. Nous avons, en effet, observé
une régénération tissulaire non seulement épithéliale mais
aussi cartilagineuse, ces résultats ayant été confirmés par
d’autres équipes (12-22). Nos travaux actuels tentent de dé-
montrer que cette régénération d’un tissu trachéal a partir
d’une matrice aortique se fait a partir de cellules souches
issues de la moelle osseuse. La figure 1 illustre le potentiel de
régénération trachéale a partir d’une matrice aortique
(données personnelles, EM). Ces études ont conduit, chez
I’lhomme, aux premiéres applications cliniques avec succes
dans le cadre des cancers étendus de la trachée et de la chi-
rurgie conservatrice du cancer pulmonaire (11, 23-25). Ces
résultats apportent de nouvelles perspectives dans la compré-
hension des mécanismes de régénération tissulaire et dans le
traitement chirurgical de malades en impasse thérapeutique.
D’autres auteurs ont pu induire une régénération trachéo-
bronchique in vitro par ingénierie tissulaire ou in vivo aprés
implantation hétérotopique au niveau de I’avant-bras d’une
allogreffe trachéale et une phase transitoire d’immunosup-
pression (26-28).

Régenération pulmonaire et cellules
souches (29)*

Au niveau pulmonaire, plusieurs types de cellules progénitri-
ces locales, participant a la réparation cellulaire, ont été
décrits : les cellules basales présentes dans les voies aérien-

Figure 1. Régénération trachéale a partir d’une matrice aortique (ovale)
aprés 6 mois d’implantation. La régénération tissulaire concerne non
seulement I’épithélium (étoile) mais aussi le cartilage (croix). La
régénération épithéliale se fait a partir des berges de la trachée native,
la régénération cartilagineuse a partir de cellules souches en cours
d’identification.

nes distales et non clonogéniques ainsi que les cellules de
Clara, distribuées dans les petites voies aériennes, participant
a la réparation des structures respiratoires et capables de
sécréter des mucines (30, 31). D’autres cellules ont égale-
ment été identifiées comme les cellules souches broncho-
alvéolaires, exprimant aussi bien des marqueurs de cellules de
Clara que de cellules épithéliales (32) de méme que les pneu-
mocytes de type Il, cellules certes progénitrices des pneumo-
cytes de type |, mais ayant un phénotype épithélial bien défi-
ni. Enfin, les cellules de la sous-population « side population
cells » ont des marqueurs de différenciation in vitro mimant
des cellules mésenchymateuses stromales. Le réle de ces cel-
lules dans la réparation tissulaire a été essentiellement mis en
évidence dans des modéles animaux avec notamment une
amélioration des lésions de fibrose observées apres instillation
intratrachéale de pneumocytes de type Il syngéniques sur des
rats soumis a la bléomycine (33).

Cellules souches pulmonaires résidentes

Kajstura et al. ont décrit pour la premiéere fois I’existence de
cellules souches pulmonaires résidentes, par définition multi-
potentes, capables d’autorenouvellement ainsi que de clono-
génicité et dont ils fournissent la caractérisation phénotypi-
que et fonctionnelle in vitro et in vivo (34). Identifiées par
I’expression de c-kit, marqueur des cellules hématopoiétiques
et des cellules souches cardiaques, ces cellules seraient distri-
buées en niches dans les voies aériennes distales avec une
densité de 1/6 000 et 1/30 000 cellules respectivement dans
les bronchioles et dans les alvéoles. Dans leur étude, ces cel-
lules étaient extraites & partir de tissus pulmonaires humains
issus de dons d’organes non retenus pour une greffe, par tech-
nique de digestion enzymatique et de tri cellulaire en cyto-
métrie en flux. Elles étaient ensuite marquées (infection par
un lentivirus porteur d’une fluorescence verte) et injectées
dans le thorax d’une souris dans le méme temps qu’une lésion
pulmonaire était réalisée. Les auteurs rapportent non seule-
ment une incorporation de ces cellules dans le tissu pulmo-
naire murin 10 a 14 jours aprés I’intervention, mais surtout
une régénération du tissu lésé avec présence des cellules mar-
quées dans les structures vasculaires, bronchiolaires et alvéo-
laires néoformées. Les cellules humaines c-kit positives issues
de ce poumon de souris étaient ensuite récupérées par la
méme technique et réinstillées dans un autre poumon de sou-
ris, et cette opération était répétée 8 fois, confirmant une
des propriétés essentielles des cellules souches, a savoir I’au-
torenouvellement. La partie régénérée du poumon de souris
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Figure 2. Co-immunomarquage ZO-1 / TTF-1 réalisé sur culture primaire de pneumocytes de rats en normoxie (A), en hypoxie (B) et en hypoxie en
présence de cellules souches mésenchymateuses (C). Notez en hypoxie la modification de la taille des cellules avec la perte du facteur de transcription
nucléaire TTF-1, marqueur de phénotype épithélial. En présence de cellules souches mésenchymateuses, les effets de I’hypoxie sont nettement atténués
avec préservation des marqueurs épithéliaux. ZO-1 : protéine de jonction intercellulaire (Zonula Occludens- 1) ; TTF-1 : thyroid transcription factor - 1.

était composée de cellules alvéolaires humaines ainsi que de
cellules bronchiolaires ou encore endothéliales humaines,
caractérisées par un matériel chromosomique humain. Comme
le soulignent les auteurs, la mise en évidence de ces cellules
ne remet pas en question le role des cellules progénitrices
locales dans les phénoménes de réparation épithéliale apres
lésion. Le r6le de ces cellules dans le défaut de réparation
des tissus mériterait également d’étre exploré. Harold Chap-
man (San Francisco, Etats-Unis), auteur de I’éditorial accom-
pagnant cet article publié dans le New England Journal of
Medicine, met en perspective cette découverte non seule-
ment par rapport aux connaissances antérieures sur le déve-
loppement pulmonaire, mais aussi et surtout par rapport aux
potentiels offerts par ces cellules en termes de régénération
pulmonaire et notamment de bio-engineering du poumon,
possible future alternative a la transplantation (35).

Cellules souches mésenchymateuses résidentes et spécifi-
ques

Le poumon contient, par ailleurs, des cellules souches mésen-
chymateuses résidentes et spécifiques, récemment décrites et
bien caractérisées (36-38). Ces cellules ne participeraient pas
directement au renouvellement épithélial mais elles établi-
raient une communication avec I’épithélium via des « gap-
jonctions », assurant ainsi un rdle cytoprotecteur local.

Cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle
osseuse

Enfin, de nombreuses études chez I’animal ont montré le role
bénéfique des cellules souches mésenchymateuses issues de la
moelle osseuse. Les effets observés dans I’cedeme pulmonaire
lésionnel, le sepsis, la dysplasie bronchopulmonaire, I’hyper-
tension pulmonaire, voire la fibrose pulmonaire idiopathique
ou encore I’emphyséme, ont conduit a des applications clini-
gues en cours d’évaluation (29). Les propriétés immunomodu-
latrices, anti-inflammatoires, anti-apoptotiques et angiogéni-
ques des cellules mésenchymateuses placent en effet ces
cellules au cceur de la réparation tissulaire. Contrairement a
une hypothése faite dans le passé, ces cellules ne semblent
pas se différencier en cellules épithéliales alvéolaires et leur
mode d’action ferait intervenir des mécanismes paracrines
non encore tous élucidés. La figure 2 illustre I’effet protec-
teur des cellules souches mésenchymateuses issues de moelle
osseuse sur le phénotype épithélial des cellules alvéolaires de
rat en culture primaire soumises a I’hypoxie (données person-
nelles, YU et CP).

Le poumon bio-artificiel : un véritable
défi

Nous disposons actuellement de deux articles originaux ma-
jeurs publiés par deux équipes différentes dans Nature (Ott
HC, et al.) et Science (Petersen TH, et al.) en juillet 2010 au
sujet du poumon bio-artificiel (39, 40).

e L’équipe du Massachusetts General Hospital (Harvard Medi-
cal School, Boston, Etats-Unis) menée par Joseph P. Vacan-
ti, déja bien connue pour ses travaux sur la régénération
trachéale par ingénierie tissulaire, a mis au point un modeéle
de poumon bio-artificiel publié dans la revue Nature (39).
Les auteurs ont décellularisé un poumon de rat par perfu-
sion d’un détergeant afin d’obtenir une matrice. Cette mé-
thode a pu étre reproduite sur le poumon de la brebis, du
porc et du babouin. Des cellules épithéliales et endothélia-
les ont été injectées dans la matrice pulmonaire puis une
incubation a été réalisée pendant 5 jours dans un bioréac-
teur. Des études morphologiques retrouvaient un aspect
proche de celui du poumon natif au niveau alvéolaire
(volume, nombre, taille). Des études physiologiques in vitro
montraient que les capacités ventilatoires et d’échanges
gazeux étaient également préservées. Une implantation in
vivo du poumon bio-artificiel permettait une ventilation
spontanée pendant 6 heures. Au-dela de ce terme, un
cedéeme pulmonaire apparaissait. Les auteurs concluaient en
donnant plusieurs voies de recherche afin de potentialiser
leurs résultats dans I’avenir : amélioration de la différencia-
tion et de la maturation des cellules injectées, durée d’in-
cubation en bioréacteur plus longue, optimisation de la
ventilation postopératoire. Les auteurs proposaient égale-
ment de mieux étudier quel est le niveau de maturation
nécessaire avant implantation du poumon bio-artificiel mais
aussi quelles sont les possibilités de régénération in vivo par
I’individu lui-méme afin de compléter le processus issu de
Iinjection de cellules et de I’incubation dans le bioréac-
teur.

L’équipe de I’Université de Yale (New Haven, Etats-Unis)
menée par Laura E. Niklason a mis au point un autre modeéle
d’ingénierie tissulaire pulmonaire publié dans la revue
Science (40). Les auteurs ont décellularisé un poumon de rat
par traitement chimique, en gardant seulement la char-
pente matricielle du poumon, c’est-a-dire I’architecture
tridimensionnelle des voies aériennes, des vaisseaux ainsi
que de la membrane basale comportant le collagéne de type
IV, la laminine et la fibronectine. Ce poumon décellularisé
était placé dans un bioréacteur utilisé pour mimer les condi-
tions physiologiques du thorax avec une pression négative et
une perfusion vasculaire pulsatile. Des cellules épithéliales
issues de rats nouveau-nés étaient instillées par voie tra-
chéale et des cellules endothéliales par voie vasculaire. Au
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terme de 4 a 8 jours d’incubation, ce poumon était greffé a
un rat de la méme espece. Les mesures de compliance
étaient sensiblement différentes entre le poumon natif, le
poumon décellularisé et le poumon issu de la bio-ingénierie
avec des pressions d’ouverture plus fortes, reflétant un
surfactant moins fonctionnel dans ce dernier. Néanmoins, il
n’y avait pas d’élément évocateur de rigidité de la matrice,
écartant ainsi une évolution fibrosante. En histologie, une
ré-épithélialisation avec une distribution spatiale des diffé-
rents types cellulaires ainsi qu’une ré-endothélialisation
comparable au poumon natif étaient observées. Les échan-
ges gazeux étaient par ailleurs assurés, attestant du carac-
tére fonctionnel de ce poumon. Ce protocole était par la
suite appliqgué a un poumon humain décellularisé par le
méme procédé. La ré-épithélialisation était alors réalisée a
I’aide de cellules de la lignée A549 et la ré-
endothélialisation assurée par des cellules endothéliales
issues de sang de cordon. Ce travail confirmait la reproduc-
tibilité du modéle sur poumon humain. L’intégrité de la
membrane basale était, selon les auteurs, un garant de la
reconstitution de I’épithélium.

Ces premiers travaux ouvrent une voie prometteuse pour la

mise au point d’un poumon bio-artificiel fonctionnel. lls lais-

sent entrevoir une application chez I’hnomme dans 10 a 20 ans
d’apres les prévisions les plus optimistes. Néanmoins de nom-
breuses interrogations demeurent.

e L’utilisation d’une matrice pulmonaire décellularisée est-
elle la seule voie possible ?

e Quelles cellules doit-on privilégier pour la recellularisation ?
Des cellules souches mésenchymateuses ? Des cellules pul-
monaires résidentes ?

o L’utilisation de cellules souches autologues, en particulier
résidentes pouvant participer a la pathogénie, ne risque-t-
elle pas de pérenniser la maladie pulmonaire préexistante ?

e Quelle est la durée optimale d’incubation dans un bioréac-
teur pour le poumon ?

e Et enfin cette technique est-elle applicable au poumon hu-
main dont la surface alvéolaire est trés importante ?

Les prochaines étapes de la recherche devront répondre a ces

guestions fondamentales qui laissent entrevoir de nombreux

domaines d’exploration pour le futur.

*Ce paragraphe est extrait en grande partie de la référence

29 publiée par le deuxieme auteur (YU) de cet article.

Questions/réponses

Question de J Battin (Académie nationale de médecine)
Chez I’enfant, le développement alvéolaire se poursuit inten-
sément dans les premiéres années de vie. En serait-il de
méme avec vos néo-poumons ?

Réponse

Je vous remercie de cette question qui en pose une autre :
quelles cellules doit-on privilégier pour ensemencer les matri-
ces pulmonaires décellularisées ? L’idéal serait, bien sir, d’u-
tiliser des cellules embryonnaires (pluripotentes) a haut pou-
voir de plasticité cellulaire mais les orientations éthiques
actuelles nous orientent plutét vers des cellules adultes
(multipotentes). Ainsi, il ne semble pas évident que le pou-
mon bio-artificiel soit, dans cette hypothése, en capacité de
croissance.

Questions de R Ardaillou (Secrétaire perpétuel Académie
nationale de médecine)

Ne pensez-vous pas que les matrices d’origine humaine sont
préférables a celles d’origine animale pour des questions de
tolérance immunologique ?

La surface d’échange gazeux offerte par les membranes artifi-
cielles, mimant la barriére alvéolocapillaire, est-elle suffi-
sante pour suppléer, méme en partie, la fonction pulmo-
naire ?

Réponse

Je vous remercie également pour ces questions importantes.
Pour répondre a la premiére, les matrices pulmonaires sont
décellularisées et donc peu immunogenes, en dehors de réac-
tions potentielles contre certaines protéines. Les matrices
animales, en particulier aprés ensemencement par des cellu-
les humaines dans un bioréacteur, devraient étre ainsi bien
tolérées chez I’homme d’un point de vue immunologique. De
plus, I'utilisation de matrices d’origine animale fera disparai-
tre le probléme crucial de la disponibilité des greffons, ce qui
ne serait pas le cas pour des matrices d’origine humaine sauf
si elles étaient prélevées sur le cadavre a coeur arrété.

Pour répondre a la deuxieme question, I’'importance de la
surface alvéolaire a recoloniser au niveau de la matrice pul-
monaire sera, en effet, probablement I’une des grandes diffi-
cultés & surmonter pour obtenir un poumon bio-artificiel fonc-
tionnel.

Commentaire de Y Chapuis

Je viens de vivre personnellement une séance exceptionnelle
que nous devons a nos deux Présidents et aux communications
remarquables de nos quatre orateurs. Cet hommage étant
fait, je vais, au risque de contrarier, changer de débat.

Dans un avenir plus ou moins lointain, une échéance de 10 a
30 ans, la suppression de la fonction défaillante d’un organe,
le contrle de maladies dégénératives et métaboliques gra-
ves, des maladies d’origine génétiques, etc. va, dans les pays
développés, augmenter et surtout permettre un vieillissement
considérable de la population, a un codt probablement trés
élevé et surtout au prix de conséquences sociales, voire épi-
génétiques, qui inquiétent certains savants. C’est ainsi que
Christian De Duve, membre associé étranger de I’ANM, prix
Nobel de médecine, pose de fagon aigué la question des
conséquences de ces progres dans un livre récent intitulé
Génétique du péché originel et nous interpelle - individus,
médecins, sociétés savantes - en disant : « N’est-il pas temps
de réfléchir ? ».

Or, ce courant existe ou s’instaure. C’est ainsi que le 9 dé-
cembre prochain se tiendra a I’Ecole normale supérieure, rue
d’Ulm, sous I’égide de la Commission frangaise pour I’Unesco,
un séminaire ayant pour théme « Les scientifiques doivent-ils
étre responsables ? ». Responsables au plan éthique vis-a-vis
de la Science, de leurs pairs mais aussi, et surtout, de la So-
ciéteé.

Alors tout en écoutant, admiratif et passionné, I’exposé de
ces recherches vers un foie, un rein, un coeur, un poumon de
remplacement neufs, je ne peux, dans le méme temps, que
m’interroger et vous en faire part.

Commentaire de JM Dubernard

Et la dimension économique ? Elle est encore tres lointaine
pour les organes autoconstruits ! Mais en ingénierie tissulaire
(uretre, vessie, vagin, artere, cornée, ménisques), lorsqu’elle
sera entrée dans la routine, et ce n’est pas si loin... qui fabri-
quera ces tissus a partir de fragments chez le méme individu ?
Il nous faut anticiper sur cette dimension, et je pense qu’une
structure privée a fonds publics comme le LFB (Laboratoire
francais du Fractionnement et des Biotechnologies) devra y
tenir une place significative.
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