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Abstract

Severe asthma patients with persistent airflow obstruction are characterized by functional
obstruction due to mucus plugs containing mucins, fibrin, and eosinophil derived-Charcot-Leyden
crystals. The molecular mechanisms underlying this endotype are not clearly understood.

Developing new models is mandatory for respiratory research as critical differences exist between
human and rodent airway epithelium. We and other teams showed that it is possible to reconstitute
in vitro a complex and functional airway epithelium displaying all the features described in vivo from
human induced pluripotent stem cells (hiPSC). Our aim is to establish a human in vitro model of
severe asthma that will recapitulate airway epithelium remodelling and mucus plugs.

Résumé

L'asthme est une maladie chronique inflammatoire des voies aériennes hétérogéne. Parmi les patients
atteints d'asthme sévere, un tiers présente une obstruction fonctionnelle persistante en lien avec une
obstruction des voies aériennes par des bouchons de mucus contenant des mucines, de la fibrine et
des cristaux de Charcot-Leyden dérivés d'éosinophiles. Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent
cet endotype ne sont pas clairement compris. Le développement de nouveaux outils afin de modéliser
I'asthme chez ’'Homme sont nécessaires, du fait notamment des différences considérables qu’il existe
entre I'épithélium des voies aériennes de 'Homme et celui des rongeurs. Nous avons montré, avec
d'autres équipes, qu'il est possible de reconstituer in vitro un épithélium bronchique fonctionnel et
mature a partir de cellules souches humaines pluripotentes humaines (hiPSC). Notre objectif est de
mettre au point un modele in vitro humain d'asthme sévere a partir des hiPSC afin de modéliser les

modifications de I'épithélium bronchique ainsi que les bouchons de mucus.



1. Lendotype d’asthme avec obstruction fonctionnelle persistante & les bouchons de mucus

’asthme est une maladie chronique se caractérisant par une inflammation des voies aériennes 2.
Lasthme est sévére lorsqu’il n’est pas contrélé malgré la prise de traitements inhalés a dose maximale,
et une prise en charge optimale des comorbidités et des autres facteurs aggravants de I'asthme. Cette
forme d’asthme ne concerne qu’environ 5 % a 10% des asthmatiques 3. L'asthme est une pathologie
hétérogene caractérisée par de multiples phénotypes liés a des mécanismes physiopathologiques
différents appelés endotypes®. L'inflammation présente dans les voies aériennes est dite de type T2
chez 60 a 80% des patients®. Cette derniére se caractérise par la présence d’éosinophiles, de
lymphocytes T de type T2 et de cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2). Par ailleurs, il a été décrit
un phénotype de patients asthmatiques sévéres se caractérisant par un trouble ventilatoire obstructif
dit persistant « ou obstruction fonctionnelle persistante» ®’. Ces patients ont un taux d’éosinophiles
sanguins plus élevé que les patients sans obstruction fonctionnelle persistante® et présentent un taux
annuel d’exacerbations significativement plus élevé®. Historiguement, I'obstruction des voies aériennes
distales par le mucus a été décrite pour I'asthme aigu grave dans le cadre de séries autopsiques?®. Cette
obstruction fonctionnelle est majoritairement liée a une obstruction des voies aériennes distales par
des bouchons de mucus (mucus plugs) contenant des mucines, mais également de la fibrine, de 'ADN
et des cristaux de Charcot-Leyden (CLC) dérivés des éosinophiles. Ces bouchons de mucus persistent
dans le temps et sont retrouvés dans les mémes bronches sous segmentaires au scanner thoracique
lors de suivi réalisé sur des périodes de 3 ans chez des patients asthmatiques sévéres’. Sous certaines
conditions, les éosinophiles vont étre activés de facon spécifique et former des structures appelées
« eosinophil extracellular traps » [EET]'.. Les EET sont composés d'un réseau de fibres d'ADN et de
protéines de granules d'éosinophiles, telles que la protéine basique majeure (MBP) et la protéine
cationique d'éosinophiles (ECP) mais également de CLC. Ces derniers sont constitués d’une protéine
dénommée galectine-10 (Gal-10). De fagon intéressante, nous avons récemment confirmé la présence
d’éosinophiles et de leurs cristaux de CLC marqués par un anticorps anti Gal-10 au sein des bouchons

de mucus dans pratiquement tous les cas d’une série autopsique de patients décédés d’asthme sévere.



Ces éosinophiles Gal-10 positifs étaient principalement observés autour des voies aériennes contenant
des bouchons, alors que les voies aériennes non obstruées ne présentaient pas d'accumulation de ces
éosinophiles. Les travaux réalisés chez la souris dans un modele humanisé d’asthme ont démontré que
I'injection intra-trachéale de cristaux de galectine-10 était capable d’induire la présence de bouchons
de mucus au sein de certaines voies aériennes des souris, une inflammation de type T2, la synthése

d‘immunoglobulines E (IgE) et une hyperréactivité bronchique®?.

Les biothérapies ont révolutionnées la prise en charge de I'asthme sévere et semblent avoir des
résultats prometteurs par rapport aux bouchons de mucus La compréhension des mécanismes
biologiques responsable de ces bouchons de mucus est donc primordiale en vue du développement

de nouvelles thérapeutiques.

2. Mise au point d’'un modele d’asthme sévere de type T2 par les cellules souches humaines
pluripotentes induites (hiPSC)

Si les modeles animaux de maladies respiratoires chroniques ont largement contribué a notre
connaissance de la biologie dans ce domaine, la transposition des résultats chez I'Homme et le
développement de cibles thérapeutiques reste limités. Les cellules souches humaines pluripotentes
induites (hiPSC) représentent une altérnative et un outil complémentaire dans la modélisation des
bronchopathies chroniques, notamment dans I'asthme sévére. Les hiPSC sont obtenues a partir de
cellules somatiques (dans notre cas, a partir de cellules mononucléées du sang périphérique) par
reprogrammation. La reprogrammation cellulaire est obtenue par I'expression forcée et transitoire de
quatre facteurs de transcription embryonnaires (OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC) qui permettent de
réactiver des genes et les signaux embryonnaires de dédifférenciation et de prolifération,
caractéristiques d’une cellule souche pluripotente®®, A I'instar des cellules souches embryonnaires, les
hiPSC sont caractérisées par une capacité d’auto-renouvellement, de prolifération, et de différenciation
vers tout type cellulaire, notamment dans notre étude, nous permettant de produire de facon illimitée

de I'épithélium bronchique.



La modélisation de I'épithélium bronchique a partir d’hiPSC est un modeéle d’étude novateur et
prometteur des maladies chroniques des voies aériennes. En effet, les hiPSC ont le potentiel de
modéliser les mécanismes du développement pulmonaire, ce qui permet de mieux comprendre les
voies de différenciation des cellules souches vers les tissus entierement différenciés. En outre, elles
permettent d'étudier les mécanismes d'apparition de la maladie, et de modéliser la trajectoire de
chaque patient. Un géne d’intérét dans une maladie (variants retrouvés de facon récurrente dans une
étude d'association pangénomique par exemple) pourra également étre manipulé génétiquement afin
d’étre invalidé ou sur exprimé afin d’en étudier les effets spécifiques®®. Par ailleurs, il faut garder a
I'esprit que les changements épigénétiques en lien avec la pathologie (I'environnement inflammatoire
T2 dans l'asthme par exemple) seront probablement effacés au cours du processus de
reprogrammation, ce qui entraine la perte de ces marqueurs en tant que phénotype de la maladie. Les
hiPSC constituent donc un systtme de modélisation pour étudier les effets de I'exposition
environnementale sur le systéme respiratoire et révéler d'importantes interactions géne-
environnement notamment lors de la présence de polymorphismes génétiques singuliers®®. Ainsi, les
hiPSC et les techniques d'édition du génome pourraient jouer un role essentiel dans I'élucidation des
mécanismes d'interaction entre les génes et I'environnement et dans la compréhension de la variabilité

individuelle de la susceptibilité aux effets de I'environnement.

3. Hypothese de travail, méthodes et données préliminaires

Notre hypothése de travail est que |'obstruction persistante des voies respiratoires dans |'asthme est
causée par une réponse immunitaire de type 2 anormale, chronique mais tres localisée autour des
voies respiratoires obstruées par les bouchons de mucus, qui peut étre considérée comme une "niche
de type 2 ". Les bouchons de mucus tenaces contenant des mucines, de la fibrine, des cellules mortes,
de I'ADN et des cristaux de type CLC créeraient ainsi une niche favorable aux cellules immunitaires qui

perpétueraient la maladie et constitueraient un facteur de risque d'exacerbation.



L'objectif de ce travail est de comprendre les effets biologiques des cristaux de galectine-10 sur
I'épithélium bronchique reconstitué in vitro et dérivé a partir de patients asthmatiques séveéres,
notamment sur la production de mucus et I'hyperplasie ou métaplasie de cellules a mucus. Il est
important de souligner que seule I'espéce humaine exprime dans son génome le gene codant pour la
protéine de la galectine-10, ce qui rend une modélisation avec des échantillons humains indispensable
afin d’en comprendre les effets biologiques. Pour cela, nous avons dérivés trois lignées hiPSC a partir
de patients asthmatiques sévéeres (étude MOSAIC [Modeling Bronchial Epithelium in Severe Asthma
With Human Induced Pluripotent Stem Cells (iPSC)], NCT05616338, Promoteur CHU de Montpellier) et
deux sujets témoins sains ont été inclus. Nous avons également produit des cristaux de la protéine Gal-
10 recombinante, biochimiquement et structurellement biosimilaires aux CLC extraits d'échantillons
cliniques. Ces derniers ont la capacité d'activer les cellules dendritiques, d'agir comme adjuvants pour
I'amorcage d’une réponse inflammatoire polarisée T2 et de promouvoir l'inflammation des voies

respiratoires et de stimuler la production de MUC5AC*2,

Les épithélia seront exposés aux cristaux de galectine-10 et différents parameétres seront étudiés :
production de mucines MUC5AC et MUCSB dans les surnageants de culture, quantification du nombre
de cellules a mucus, étude des propriétés physiques du mucus dérivé des cultures (rhéologie),
production d‘alarmines par les cellules épithéliales (interleukine 33 (IL-33), Thymic stromal
lymphopoietin (TSLP) , IL-5, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) etc.),
intégrité et perméabilité de la barriére épithéliale par la mesure de la résistance transépithéliale (TEER),
caractérisation des sous types cellulaires afin d’étudier un effet des CLC sur la différenciation de
I’épithélium bronchique. Une analyse transcriptomique a I'échelle d’une cellule (single cell RNAseq)
sera réalisée dans les différentes conditions (épithélium exposé/non exposé sujets sains vs sujet
asthmatiques sévéres) afin de rechercher une signature spécifique dans les épithélia bronchiques

induite par les cristaux de Gal-10.



Lensemble des lignées hiPSC ont été générées et caractérisées. Nous avons différencié les hiPSC issus
de patients asthmatiques sévéeres en épithélium bronchique d’aprés un protocole de différenciation
mis en place au laboratoire et qui récapitule toutes les étapes du développement pulmonaire?®. Cet
épithélium présente I'ensemble des sous types cellulaires attendus, a savoir des cellules basales, ciliées,
sécrétoires (cellule Club et a mucus) et neuroendocrines. Avant toute stimulation, on ne note pas de
différence quant a la production de mucus (n=1 patient sain, et n=1 patient asthmatique sévére). En
revanche, 'exposition chronique de I’épithélium bronchique a I'lL-13 (p6le basal, 10 ng/ml pendant 7
jours) et aux cristaux de Gal-10 au péle apical induisent de facon significative la production de MUC5AC
par les épithélia de patients asthmatiques en comparaison aux sujets sains, suggérant un effet

spécifique des CLC chez les sujets asthmatiques.

4. Conclusion

Les hiPSC constituent un modeéle innovant et prometteur dans la modélisation et la compréhension de
I’hétérogénéité des maladies chroniques des voies aériennes chez 'Homme. A long terme, une
meilleure compréhension de l'obstruction fonctionnelle persistante dans I'asthme sévére permettra la
découverte de nouveaux traitements ciblant spécifiquement les bouchons de mucus des voies

aériennes distales, notamment les cristaux de galectine-10.
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Figure 1: Il existe une « niche » inflammatoire de type 2 au sein des voies aériennes
des patients asthmatiques favorisant la persistance des bouchons de mucus.

Le mucus des asthmatiques est riche en mucine de type MUC5AC, produite par les
cellules a mucus des voies aériennes, en partie sous lUinfluence de Uinterleukine IL-13.
La polymérisation et la réticulation des mucines, en particulier la mucine MUC5AC
conduit a un gel tres élastique et visqueux, intimement et solidement attaché aux voies
respiratoires. Plusieurs paramétres au sein de la voie aérienne peuvent influencer les
propriétés viscoélastiques du mucus. Les transports ioniques et par conséquent
U’état d’hydratation et le pH du mucus et du liquide de surface péri-ciliaire modifie
Uosmolarité et la réticulation de ces derniers. La pendrine est un transporteur d’anions
présent au niveau de la membrane apicale des cellules épithéliales. Elle contréle le
niveau d’hydratation et ’équilibre acido-basique via la sécrétion de HCO3- et la
réabsorption de NaCl. La pendrine est un gene dont U'expression génique est la plus
induite par U'IL-13. La concentration de mucines modifie également la polymérisation
du mucus. L'IL-13 augmente Uexpression a ’échelle de UARN et de la protéine de
MUCS5AC, majorant la viscoélasticité du mucus.

La structure des mucines peut étre modifiée, favorisant la polymérisation entre les
mucines elles-mémes, notamment via Poxydation de MUC5AC. Loxydation peut
survenir sous l'affluence des éosinophiles et des neutrophiles, produisant du peroxyde
d’hydrogéne (H202) dans les voies aériennes de patients asthmatiques. L'épithélium
bronchique peut également produire de ’H202 via la NADPH oxydase DUOX1 (dual
oxydase 1), surexprimée dans 'asthme. Le thiocyanate SCN- pénétre dans la cellule
épithéliale par l'intermédiaire de transporteurs tels que le CFTR situés a la membrane
basolatérale et atteint la lumiere bronchique. L’IL-13 favorise le transport
transmembranaire du SCN-. Une fois dans la lumiére bronchique, le SCN- est oxydé par
le H202 et forme ’hypothiocyanite (HOSCN), une réaction catalysée par 'EPX
(eosinophil peroxydase). Le HOSCN va alors cibler les groupes cystéine-thiol des
mucines et provoquer la formation de ponts disulfures covalents entre les mucines,
favorisant leur polymeérisation.

La cystéine est un acide aminé présent dans la structure des mucines qui se
caractérisent par la présence d'un groupe sulfhydryle —-SH formant un thiol. Son
oxydation conduit a la cystine, qui consiste en deux molécules de cystéine unies par un
pont disulfure.

Par ailleurs, les éosinophiles peuvent également subirent une forme d’activation
conduisant a la formation d’ « eosinophilic extracellular traps » appelé EETosis. Les
éosinophiles relarguent alors leur contenu dans le milieu extra-cellulaire, notamment
les granules, de CADN nucléaire ou mitochondrial, la galectine-10, qui formera les
cristaux de Charcot-Leyden (CLC).



Les CLC sont fréquemment retrouvés dans les bouchons de mucus, en contact étroit
avec les cellules épithéliales bronchiques. Notre hypothése est que les CLC peuvent
créer des lésions épithéliales, affecter U'intégrité de la barriére épithéliale, induisant
probablement la production d’alarmines par les cellules épithéliales telles que le TSLP,
U'IL-33. L’activation des cellules épithéliales va également favoriser le recrutement de
cellules inflammatoires de type 2 (éosinophiles, cellules dendritiques, ILC2). Cette
«niche » dans laquelle les bouchons de mucus contenant les cristaux agissent comme
un stimulus pour le recrutement et l'activation de Uépithélium, mais également d'autres
cellules inflammatoires, ce qui contribue ensuite a la production de mucus.

Figure créée avec Biorender.





