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Qu’est qu’un modéle ?

Un modéle est un dispositif expérimental qui permet de
répliquer les caractéristiques clés d’une condition d’intérét.
C’est souvent une simplification de la réalité qui permet le
controle des parameétres nécessaires au phénomene étudié. 11
devient alors possible de manipuler une variable artificielle-
ment pour mesurer son effet et d’établir une relation de cause
a effet. Un modele ne peut évidemment pas répliquer parfai-
tement la complexité de la situation clinique que 1’on sou-
haite étudier. Il y a dans chaque modéle un degré de simpli-
fication et de facteurs confondants qui sont autant de limites
qu’il faut connaitre et prendre en compte dans I’interpréta-
tion des résultats. La phrase du statisticien Box résume trés
bien ce concept : « all models are wrong, but some are use-
ful » [1]. La recherche expérimentale est dite translation-
nelle quand précisément les informations obtenues a partir
des modéles expérimentaux ont une application clinique
(« bench-to-bedside » pour les Anglo-Saxons). Idéalement,
un dialogue bidirectionnel se met en place :

® les observations cliniques nourrissent les nouvelles hypo-
théses qui seront vérifiées expérimentalement ;
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® les résultats expérimentaux font progresser nos connais-
sances en termes de compréhension physiopathologique
ou de développement thérapeutique.

L’agression pulmonaire aigué€ est un trés bon exemple de
cette démarche scientifique. Les ponts créés entre la recher-
che fondamentale et la recherche clinique ont permis des
avancées significatives de nos connaissances, finalement uti-
les au lit du malade [2,3]. En médecine, les modéles expéri-
mentaux ont un spectre trés large ; il existe en effet des
modeéles in vitro, des modéles animaux ex vivo ou in vivo,
des modeéles de volontaires sains humains, voire des modéles
plus atypiques. Il est indispensable, pour un médecin réani-
mateur qui souhaite s’intéresser a cette littérature scienti-
fique préclinique, d’avoir quelques notions simples sur les
différents modéles expérimentaux et d’en connaitre les avan-
tages et limites.

Quels sont les différents types de modéles ?
Modéles d’études cellulaires

Ces mode¢les simples permettent une analyse fonctionnelle et
une étude mécanistique du téte-a-téte entre 1’hote et 1’agres-
seur. Les cultures cellulaires représentent probablement le
modele le plus réductionniste, puisque I’individu est résumé
aun type cellulaire. L’intérét est de s’affranchir de I’environ-
nement complexe du systéme biologique dans son ensemble
pour se focaliser sur un — ou parfois plusieurs — type(s)
cellulaire(s) et d’étudier par exemple des voies de signalisa-
tion intracellulaire lors d’une infection ou d’une autre forme
d’agression aigué. Si cette démarche peut sembler caricatu-
rale, elle a pourtant permis de nombreuses découvertes. On
peut citer par exemple la voie de signalisation PD-L1 qui est
en train de révolutionner la prise en charge de plusieurs can-
cers (et peut étre bientdt celle du sepsis [4]) et qui a pourtant
était découverte sur une lignée cellulaire de souris [5]. Les
cellules sont généralement cultivées en incubateurs dans des
conditions contrdlées de température (37 °C), d’humidité et
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de teneur en CO,. En fonction de la nature du type cellulaire
étudié, les cellules sont cultivées dans leur milieu nutritif, en
suspension (ex. : macrophage) ou sur des surfaces permet-
tant leur adhésion (ex. : cellules épithéliales).

11 existe différents modeles de cultures cellulaires. On dis-
tingue principalement les cellules primaires des lignées
cellulaires immortalisées (Fig. 1). Les cellules primaires pro-
viennent du tissu pulmonaire aprés des étapes de dissocia-
tion et de sélection. Leur avantage principal est de partir
directement du tissu d’intérét (sain ou malade) et donc de
garantir une certaine proximité morphologique et fonction-
nelle avec les cellules in situ. Cependant, des phénomeénes de
sénescence et d’inhibition de contact conduisent ces cellules
a dégénérer apres un certain nombre de passages. Les lignées
cellulaires sont immortalisées de par leur provenance initiale
(tissu cancéreux) ou bien par transfection virale et sont de
culture plus simple et plus pérenne. L’inconvénient de ces
lignées est la translation finale des résultats obtenus sur ces
cellules modifiées ou par nature pathologiques. A titre
d’exemple, si on souhaite étudier les conséquences d’une
agression sur I’épithélium respiratoire, il est possible de tra-
vailler sur des modéles de cultures cellulaires primaires a
partir de biopsie pulmonaire ou de piéces d’exérése chirurgi-
cale. Il est également possible d’utiliser des lignées d’épithé-
lium respiratoire, comme par exemple les cellules Beas-2B
ou 16HBE140- (cellules clonées a partir d’épithélium
humain bronchique normal et transfectées par adénovirus

Représentation d’un puits
de plaque de culture

1- Culture sur puits

Ensemencement de cellules
sur plaque de culture

milieu liquide

2- Culture sur suspensoir en

12-SV40) ou les cellules A549 (cellules épithéliales alvéo-
laires humaines issues initialement d’un adénocarcinome)
[6]. Enfin, des modéles de culture cellulaire 3D permettent
probablement de mieux reproduire la complexité de 1I’organe
[7]. Ainsi, des cellules sont mises en culture en interface air-
liquide pour reproduire la fonction de barriére ou sur des
surfaces sphéroides pour permettre la coculture avec d’autres
types cellulaires. Il est également possible de mettre en
culture des coupes de tissu pulmonaire. Par exemple, la
culture de coupes transversales de bronche permet d’étudier
la contractilité en réponse a certaines agressions.

Modeéles animaux

Les modéles animaux permettent de reproduire plus fidéle-
ment la complexité biologique, mais au prix d’un fossé ana-
tomique et physiologique avec I’homme. Il convient d’em-
blée de souligner que I’expérimentation animale est soumise
a des contraintes réglementaires et éthiques particuliérement
strictes.

Les modéles animaux d’agression pulmonaire aigué
concernent donc uniquement les mammiféres et présentent
chacun des avantages et des inconvénients (Fig. 2). On peut
schématiquement les classer en trois catégories : les petits
rongeurs (ex. : souris), les gros rongeurs (ex. : rat, cobaye,
lapin) et les gros mammiféres (ex. : primate non humain,
porc, mouton). La souris est ’animal le mieux connu sur le

Culture de cellules épithéliales pulmonaires

Lignée cellulaire alvéolaire A549

Lignée cellulaire bronchique 16HBE14o0-
Coupe transversale apreés coloration H&E

lIll,'l',l(ll:yl'

Cellules primaire bronchique . Coupe transversale, a)
coloration H&E, b) immunohistochimie: marquage en
rouge des cils —tubuline- et en bleu des noyaux)

3- Culture sur suspensoir en
milieu air-liquide

Fig. 1 Différents exemples de cultures de cellules d’épithélium respiratoire
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Fig. 2 Principaux modéles animaux d’agression pulmonaire aigu€. A. Synthése des avantages et limites. B. Illustration des variations

des parametres de physiologie respiratoire en fonction des modeles étudiés. Les valeurs indiquées correspondent aux ages ou les animaux

sont généralement utilisés

plan de la biologie, notamment depuis que ’intégralité de
son génome est devenue accessible en 2002 [8]. Ainsi, il
existe une homologie de 90 % des génomes murins et
humains. Les modéles murins sont représentés par différentes
lignées des souris généralement consanguines sur 20 généra-
tions, ce qui permet d’effacer considérablement les variabili-
tés interindividuelles et de rendre les lignées trés stables. Les
manipulations génétiques permettent de moduler 1’expression
de protéines d’intérét par délétion (knock-ouf) ou insertion
(knock-in) génique et de comparer le phénotype obtenu par
rapport a des souris de génotype sauvage (wild-type). 1l est
également possible de rendre 1’expression d’un gene fluores-
cente pour ¢tudier les conditions qui conduisent a son expres-
sion. Les modéles murins sont largement utilisés pour inves-
tiguer des mécanismes immuno-inflammatoires. Il faut
néanmoins garder en mémoire que les réponses a I’agression
peuvent étre trés variables au niveau transcriptomique d’une
espece de souris a I’autre, ce qui rend leur interprétation par-
fois difficile. Pour notre discipline, les modéles de gros ron-
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geurs ont un intérét tout particulier, car leurs poids intermé-
diaires permettent la mise en place d’une ventilation
artificielle invasive plus aisément que chez la souris pour
des raisons techniques évidentes. Ils ont été notamment trés
utilisés pour établir le concept de Iésion pulmonaire induite
par la ventilation mécanique ou ventilator-induced lung injury
[2]. Les plus gros mammiferes ont I’avantage de présenter une
proximité avec la physiopathologie pulmonaire humaine,
mais imposent d’importants moyens financiers et zootechni-
ques. Les modeles primates sont particulierement pertinents
pour la translation vers la médecine respiratoire pédiatrique.
IIs sont également extrémement précieux pour la recherche
sur les anticorps thérapeutiques [9,10]. Les gros mammiferes
présentent ’avantage notable de pouvoir étre ventilés avec du
matériel et des réglages superposables a ceux utilisés chez
I’homme [11-14], et sont ainsi particuliérement adaptés a la
modélisation de certaines situations cliniques communes de
réanimation, comme le syndrome de détresse respiratoire
aigué (SDRA) ou la pneumonie acquise sous ventilation
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mécanique. La taille de ces animaux permet également aux
expérimentations d’avoir une durée de plusieurs jours (ex. :
étude de I’effet d’une modalité ventilatoire dans un modéle
d’agression pulmonaire aigué donné), ce qui leur apporte
une pertinence clinique évidente.

Les caractéristiques anatomiques du systéme respiratoire
et les parametres physiologiques différent considérablement
parmi les mammiféres et doivent étre connus et considérés
lors de I’exercice de translation chez I’homme [9]. Ces dif-
férences sont illustrées dans la figure 2. Par exemple, les
petits rongeurs sont incapables de respirer par la bouche et
respirent donc uniquement par le nez comme les humains en
période néonatale. La taille de la cavité thoracique et celle
des poumons varient selon les espéces. Ainsi, le ratio surface
respiratoire/poids du corps est de 54 cm?/g chez la souris,
33 ecm?/g chez le rat et 7 cm?/g chez ’homme. Le volume
courant et la fréquence respiratoire sont généralement corré-
lés avec les poids des différents modéeles animaux (Fig. 2).
La forme globale des voies aériennes est également diffé-
rente. Notre arbre trachéobronchique correspond a un
modele dichotomique de type fractale (chaque branche mére
donne naissance a deux branches filles), alors que les ron-
geurs ont un modele monopodial (comme une plante, la
branche meére progresse et donne naissance a plusieurs bran-
ches filles sur tout son long). Les rongeurs n’ont pas de bron-
chioles respiratoires. La taille et le nombre d’alvéoles pul-
monaires augmentent généralement avec la taille du
mammifére. Enfin, la lobulation pulmonaire est différente
selon les espéces. Citons par exemple I’absence de lobula-
tion pulmonaire gauche chez la souris, ou bien la naissance
trachéale du lobe supérieur droit du porc [11]. Les caracté-
ristiques immunitaires comportent également des différences
puisque ces différentes especes (incluant I’homme) se sont
adaptées par pression de sélection exercée par des environ-
nements microbiens différents [15]. Ainsi par exemple, les
toll-like receptors (TLR), qui sont des récepteurs membra-
naires capables de reconnaitre des molécules d’origine
microbienne et qui sont extrémement conservés parmi les
especes, présentent des différences entre I’homme et la sou-
ris : 10 TLRs chez I’homme (TLR1-10) et 13 chez la souris
(TLR1-9 et TLR11-13) [16].

Modéles alternatifs et perspectifs

Des modeles beaucoup plus complexes de cultures cellulai-
res ont été créés plus récemment ou sont en développement
[17]. 1l est maintenant quasiment possible de recréer un orga-
nisme humain multicellulaire in vitro. La technique du Jung-
on-chip consiste a construire sur une puce une structure tri-
dimensionnelle composée de deux couches de cultures cel-
lulaires (épithéliales et endothéliales) communiquant entre
elles par un systeme de microfluides [18]. La technique des
organoides consiste a la création in vitro de la version sim-

plifiée et miniaturisée dun organe a partir de cellules sou-
ches embryonnaires cultivées en 3D dans des gels permet-
tant de reproduire des phénomenes de morphogenése [19]. 11
est également possible d’étudier le poumon en dehors de
I’organisme, ce qui correspond aux techniques dites ex vivo
[20]. Des modéles de pneumonie sur des poumons humains
ex vivo ventilés et perfusés ont été décrits [21]. Il n’y a pas
donc de réelle limite dans le cadre qui pourrait définir ces
modeles expérimentaux de pathologie pulmonaire aigué. Par
exemple, ’hypoxie aigué a été étudiée chez des volontaires
sains pendant I’ascension de I’Everest [22], mais également
chez des ¢léphants de mer lors de plongées profondes dans
I’océan Pacifique [23].

Quels sont les différents types d’agressions ?

Les dessins expérimentaux sont extrémement divers. In
vitro, il est possible de reproduire des agressions de type
infectieux et d’en étudier les conséquences avec différentes
échelles d’analyse (expression de génes ou de peptides/pro-
téines [24], modification du fonctionnement cellulaire, etc.).
11 est également possible de mimer ces infections en admi-
nistrant seulement un facteur de virulence microbien [25] ou
au contraire un motif antigénique (exemple : pathogene inac-
tivé par la chaleur ou agoniste de TLR [26]) pour décrypter
les mécanismes de réponse sans qu’il y ait de destruction
cellulaire. Des situations pathologiques peuvent également
étre recréées, comme 1’exposition a la fumée de cigarette
[27] ou un environnement hypoxique. L’agression pulmo-
naire qu’est la ventilation mécanique peut également étre
mimée in vitro notamment par des systémes d’étirements
cycliques appliqués a des cultures cellulaires [28]. Il a d’ail-
leurs été montré que I’application de ce type de stress méca-
nique induisait un phénotype pro-inflammatoire aux cellules
stimulées ainsi que des conditions plus favorables a la multi-
plication bactérienne dans le surnageant de ces cellules
[28,29]. In vivo, les conditions expérimentales d’agression
pulmonaire aigué sont également extrémement nombreuses,
et il n’est pas possible d’en faire une liste exhaustive [30].
Les plus habituelles sont résumées dans le tableau 1.

Conclusion

Aucun des modeles expérimentaux ne permet de reproduire
I’intégralité des caractéristiques d’une situation d’agression
pulmonaire aigué humaine, mais chacun a une pertinence
particuliére pour un aspect limité. L’intégration des forces
et faiblesses de ces différents modeéles permet d’approfondir
notre compréhension de la pathologie humaine de manicre
complémentaire aux observations cliniques, comme cela a
été largement démontré dans notre discipline.

Eavoisier
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Tableau 1 Mod¢les d’agression pulmonaire aigué

Dénomination

Description

Acide oléique
Bléomycine

Hyperoxie
Instillation d’acide

Ischémie/perfusion pulmonaire
Lavage alvéolaire
LPS

Ovalbumine

Administration intraveineuse d’acide oléique induisant des emboles lipidiques
pulmonaires et des Iésions épithéliales

Administration de bléomycine induisant une inflammation pulmonaire et des 1ésions
de fibroses secondairement réversibles

Exposition a des conditions d’hyperoxie induisant des 1ésions épithéliales
Administration de liquide acide induisant des 1ésions épithéliales et une rupture
de la barriere alvéolocapillaire

Ligature vasculaire augmentant la perméabilité de la vascularisation pulmonaire
et induisant une réponse inflammatoire pulmonaire

Déplétion du surfactant par lavage alvéolaire altérant la compliance pulmonaire
et les échanges gazeux

Administration intrapulmonaire de LPS induisant la production de cytokines pro-
inflammatoires et un recrutement pulmonaire de neutrophiles

Administration intrapéritonéale d’ovalbumine permettant une sensibilisation, puis

Pneumonie infectieuse

Sepsis extrapulmonaire

Ventilation mécanique

inhalation secondaire d’ovalbumine induisant une hyperréactivité bronchique

et une réponse cytokinique de type Th2

Administration par voie intranasale ou intratrachéale d’agents pathogénes induisant
une réponse inflammatoire variable en fonction du pathogéne utilisé

Administration systémique (intraveineuse ou intrapéritonéale) d’agent pathogéne,

ou bien induction d’une péritonite polymicrobienne par ligature et ponction caecale
induisant une réponse inflammatoire pulmonaire

Réglages ventilatoires induisant des Iésions alvéolaires et une inflammation pulmonaire
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