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M Le cerveau est un organe particulierement complexe et son acces est quasi impossible sans perturber sa
structure et son organisation intégrée. Développer des modéles in vitro mimant le tissu et son architecture
est un défi auquel les organoides cérébraux peuvent désormais contribuer. Ces nouveaux modéles peuvent
par exemple aider a mieux étudier les interactions hote-pathogénes de virus neurotropes touchant certaines

espéces agronomiques.

Introduction

H Le cerveau est un organe
complexe

Le cerveau est un des organes les plus
complexes d'un organisme et son acces
est délicat aussi bien au cours du déve-
loppement que de la vie post-natale
des individus. Chez les mammiféres,
toute approche de biopsie est quasi
impossible sans modifier sa structure
et son organisation intégrée, et donc
potentiellement son activité. Cela le
distingue d’autres tissus plus plas-
tiques, plus « régénérants » comme
la peau, l'intestin, le foie, la moelle, le
tissu adipeux, etc., pour lesquels des
biopsies plus ou moins invasives sont
possibles sans qu'elles n"endommagent
alongterme, la structure du tissu qui va
se renouveler. Cela est vrai dans toutes
les especes dont I'homme, les animaux
modeles et ceux d'intérét agronomique.
En conséquence, il est difficile d’éva-
luer les processus morphogénétiques,
développementaux et surtout patholo-

giques qui peuvent affecter ce tissu par
des approches analytiques.

Le développement de modéles
in vitro qui visent a mimer le dévelop-
pement de cet organe et a proposer
de nouvelles approches pour I'étude
des processus pathologiques est tres
attendu et constitue un enjeu majeur du
domaine des neurosciences humaines
et agronomiques.

a. Un schéma
de développement commun
aux différentes especes
Dans la longue histoire de I'évo-
lution du monde vivant, la mise en
place d'un systéme nerveux est une
des principales caractéristiques des
métazoaires. D'abord présent sous
la forme d'un réseau diffus puis pro-
gressivement centralisé au niveau de
cordons avec l'apparition de noyaux/
ganglions au niveau de chaque seg-
ment de l'organisme, le plus important
de ces ganglions a l'avant de I'animal va
contribuer par son développement au
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processus de céphalisation et d'appari-
tion d'un cerveau. Si les morphologies
d'un annélide, d'un échinoderme, d'un
insecte et d'un vertébré apparaissent
vraiment trés différentes, la mise en
place de ce systéme nerveux obéit a
des mécanismes spatio-temporels et
moléculaires trés similaires retrouvés
tres tot dans I'arbre phylogénétique des
especes comme élégamment démontré
par Denes et al. (2007), qui mentionne
gu’« une grande partie de l'organisation
spatiale du systéme nerveux central
(SNC) des annélides et des vertébrés
était déja présent dans leur dernier
ancétre commun ».

Au cours du développement
embryonnaire des vertébrés, le proces-
sus de gastrulation met en place les trois
feuillets, 'ectoderme, le mésoderme et
I'endoderme. Dans sa partie dorsale,
I'ectoderme s'épaissit d’abord comme
une simple feuille épithéliale pseu-
dostratifiée, appelée neuroépithélium
puis forme progressivement une gout-
tiere en U avec la plaque neurale pour
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plancher et des parois et des replis qui
vont constituer les futures crétes neu-
rales. Celles-ci donneront naissance
au systéme nerveux périphérique. Les
parois de la plaque neurale se replient,
fusionnent et donne naissance en se
refermant au tube neural. Cette ferme-
ture s’étend et le tube neural en se dif-
férenciant va constituer les différentes
parties du SNC. La partie rostrale se
développe beaucoup plus vite que la
partie caudale et va se segmenter en
3 vésicules primitives (prosencéphale,
mésencéphale et rhombencéphale)
qui se différencient en dédoublant
les structures antérieures et posté-
rieures pour donner les 5 subdivisions
encéphaliques a l'origine de toutes les
structures anatomiques du cerveau
des vertébrés - le télencéphale, dien-
céphale, mésenséphale, métencéphale
et myélencéphale (Puelles et al., 2003)
comme illustré ( ).

Comme pour beaucoup de tissus au
cours du développement, la mise en
place et la différenciation des différents
types cellulaires sont contrélés par des
gradients de morphogénes. Dans le cas
du tube neural puis de la formation des
différentes vésicules, il existe un double
gradient antiparalléle des facteurs de
croissances SHH (Sonic Hedgehog) et
BMP (Bone morphogenetic protein)
qui définit I'axe dorso-ventral (Zagorski
etal.,, 2017). De fagon similaire, des inte-
ractions complexes entre les facteurs
WNT (« Wingless »), FGF (« Fibroblaste
Growth Factor ») et l'acide rétinoique
(RA) controlent I'axe antéro-postérieur
au travers de l'expression de facteurs de
transcriptions spécifiques (Green et al.,
2015).

Selon les espéces et les temps de
développement embryonnaire, ce pro-
cessus est plus ou moins rapide. Chez
I'homme, le processus d'induction neu-
rale commence au jour 12 de la gesta-
tion, avec I'établissement de la lignée
primitive. Ensuite, la neurogenése
est initiée a partir de la semaine 8 de
gestation et les premieres connexions
synaptiques sont établies a partir des
semaines 11 a 12 (Silbereis et al., 2016).
Les cellules gliales apparaissent plus
tard : les astrocytes et les oligoden-
drocytes sont détectés a partir des
semaines 13 et 19, respectivement,
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Schéma illustrant les principales subdivisions embryonnaires du cerveau

des vertébreés.
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Moelle spinale

Le tube neural se différencie en 3 vésicules primitives (prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale)
qui se différencient ensuite en 5 vésicules télencéphale, diencéphale, mésenséphale, métencéphale et

myélencéphale. (Wikimedia Commons)

et le processus de myélinisation com-
mence dés le 3¢ trimestre de la gros-
sesse (Gilmore et Walsh, 2013). Chezles
espéces d'intérét agronomique, notam-
ment les ruminants, petits ruminants
et équidés, le cerveau présente éga-
lement une mise en place progressive
et une structure complexe. On mettra
en perspective les temps de gestation
dans l'espéce humaine avec ceux des

principales espéces de mammiféres
d'intérét agronomique ( ) pour
souligner que les structures cérébrales
embryonnaires se mettent en place
dans des cinétiques longues au cours
du développement, sans mentionner
le développement post-natal, égale-
ment tres variable selon les espéces.
Cette notion de « temps long » est au
centre des approches de modélisation

Durée de gestation des mammiféres.

Espéce Temps de gestation moyen (jours)

Femme (Homo sapiens) 273 (9 mois)

Souris (Mus musculus) 21

Truie (Sus scorfa) 115

Chévre (Capra hercus) 150

Brebis (Ovis aries) 150

Vache (Bos taurus) 280

Jument (Equus caballus) 336

Anesse (Equus asinus) 365
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in vitro, notamment par I'approche des
organoides cérébraux dans le modéle
humain pour laquelle le processus de
maturation prend plusieurs semaines
voire plusieurs mois (Lancaster etal.,
2013 ;Kantonetal., 2019 ;Velascoet al.,
2019).

Les comparaisons des structures
cérébrales de différentes especes de
mammiféeres sont généralement effec-
tuées entre les rongeurs, les primates
non humains et les humains. Elles sont
plus rares avec d'autres grands mam-
miféres bien que plusieurs études
d'imagerie par résonance magné-
tique (IRM) et un atlas cérébral aient
été publiés pour le porc (Conrad et al.,
2014), le bovin (Ballarin et al., 2016),
l'ovin (Liyanage et al., 2016) et le cheval
(Schmidt et al., 2019). Les paramétres
du quotient d'encéphalisation (EQ) et
du quotient cérébelleux (CQ), définis
comme le rapport théorique entre la
taille totale du cerveau observée (oula
taille du cervelet pour le CQ) et la masse
corporelle donnée (Jerison, 1977) ont
permis de comparer la taille des cer-
veaux de différentes espéces dont
les mammiféres incluant les animaux
domestiques (Ballarin etal.,, 2016 ;
Steinhausen etal., 2016 ; Smaers et al.,
2021). Au cours du développement de
I'encéphale, la présence d’'un processus
de gyrification commun a I'homme,
aux primates non humains et aux gros
animaux ( ) permet de consi-
dérer les modeles porcins comme
modeéles d'intérét pour I'homme, peut-
étre plus accessibles que les primates
non humains. Lintérét du modele por-
cin a particulierement été souligné
par Conrad etal. (2012) ; Conrad et al.
(2014) quiindiquent que « les porcs ont
un cerveau gyrencéphalique qui peut
étre étudié a l'aide de scanners/pro-
tocoles IRM cliniques » (2014) et aussi
que « la forte augmentation du volume
cérébral dans la période post-natale
est similaire a celle des nouveau-nés
humains et suggére que les porcs
peuvent étre utilisés pour étudier le
développement du cerveau » (2012).
Différents genes sont impliqués dans
la formation de ces gyri parmi lesquels
la B-caténine (Chenn et Walsh, 2002) ou
le géne spécifique humain ARHGAP11B

dont I'expression chez la souris (Florio
etal., 2015), le furet (Kalebicetal., 2018)
ou le ouistiti (Heide et al., 2020) modi-
fie la prolifération de progéniteurs et
conduit a I'expansion du cortex et a
une gyrification accrue dans ses diffé-
rents modeles. Une étude récente sur le
géne NDE1 « NudE Neurodevelopment
Protein 1 », - dont la protéine est impli-
quée dans la régulation de la fonction
de la dynéine et dont les mutations
sont associées a la microlissencéphalie
chez I'homme - a montré que |'épis-
sage alternatif d'un exon terminal de ce
géne pourrait étre responsable de I'ap-
parition de gyri chez les mammiféres,
y compris les porcins et bovins (Soto-
Perez et al., 2020).

Notre connaissance du cerveau des
animaux domestiques a fortement pro-
gressé ces dernieres années, plusieurs
études se focalisant sur certaines de
leurs sous-structures (hypothalamus,
substance noire, cervelet...), notam-
ment chez les bovins (Peruffo et
Cozzi, 2014 ; Ballarin et al., 2016), ovins
(Liyanageetal.,, 2016 ; Johnet al., 2017),
équins (Schmidt et al,, 2019) et porcins
(Minervinietal., 2016 ; Ryan et al., 2018).
Ces études ont principalement porté
sur la description des systéemes d'in-
nervation, la composition en neurones
et cellules gliales (Jelsing et al., 2006),
la distribution de neurotransmetteurs
spécifiques (Pirone etal., 2018) et la
connectivité fonctionnelle (Simchick
etal., 2019). Récemment, I'importance
du modeéle porcin pour explorer de
nouvelles maniéres expérimentales
et éthiques d'envisager la mort a été
soulignée par le rapport original sur la
« restauration des réponses inflamma-
toires vasculaires dilatatrices et gliales,
de l'activité synaptique spontanée
et du métabolisme cérébral actif en
I'absence d'activité électro-corticogra-
phique globale » dans le cerveau de
porc post-mortem de quatre heures
(Vrseljaetal., 2019).

Au niveau moléculaire, les analyses
transcriptomiques et protéomiques ont
également permis de comparer les pro-
fils d'expression génique et protéique
entre 'hnomme et différentes especes
animales dont le porc et qui s'avérent
in fine trés similaires entre les espéces
(Sjostedt et al., 2020).

La gyrification, un proces-
sus propre aux grands mammiféres.

La gyrification est le processus qui aboutit lors du
développement précoce et infantile de l'individu
a la plissure de la surface du cerveau en crétes
et sillons (gyri et sulci) propres a certains mam-
miferes, dont I'homme pour lequel le processus est
maximal au niveau du cortex.

B Comment mimer
le cerveau

Comme souligné, il est particuliére-
ment délicat d'accéder au tissu céré-
bral et les modeéles cellulaires sont une
des voies privilégiées pour étudier le
développement du cerveau et mimer
son dysfonctionnement. Les cellules
souches pluripotentes (CSPs) sont rapi-
dement apparues comme le modéle
de choix par leurs propriétés uniques.
D’abord utilisées dans des approches
de cellules adhérentes en monocouche
(2D), de nouvelles approches tridimen-
sionnelles (3D) ont été développées,
notamment avec la mise au point des
organoides cérébraux (Eiraku etal,
2008 ; Lancaster et al., 2013).

Différents types de cellules souches
peuvent générer des organoides, selon
leur origine développementale ou tis-
sulaire (Rossiet al.,, 2018). Dans une des-
cription tres générale, les principales
étapes pour générer un organoide sont
tout d'abord la prolifération initiale de
cellules souches et précurseurs dans
une structure 3D, puis leur différencia-
tion sous l'effet d’'inducteurs (milieux,
facteurs de croissance, petites molé-
cules chimiques, matrice...). Des chan-
gements dans les conditions de culture
sont mis en place séquentiellement
pour guider cette différenciation et I'en-
semble du processus assure le dévelop-
pement et la maturation de l'organoide
qui présente alors une architecture et
plusieurs types cellulaires représenta-
tifs du tissu. Les cellules souches can-
céreuses peuvent également produire
dans certaines conditions de culture
des structures tridimensionnelles
(tumoroides), mais ne sont pas consi-
dérées dans le contexte présenté ici.

Dans la suite de cette revue, nous
présentons successivement les cellules
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souches pluripotentes, la production
et l'utilisation des organoides, notam-
ment dans une perspective d'interac-
tion hote-pathogénes pour I'étude des
encéphalites virales (avec I'exemple du
cheval) avant de mettre en perspec-
tive les développements en cours pour
complexifier encore davantage ces
structures uniques que sont les orga-
noides cérébraux.

1. Les cellules souches
pluripotentes

Elles sont de deux types (les cellules
souches pluripotentes embryonnaires
et induites) présentées ci-aprés.

W 1.1. Les cellules souches
pluripotentes embryonnaires
(CSPEs)

Les CSPEs ont été isolées pour la
premiere fois dans les années 1980 a
partir d'embryons murins (Evans et
Kaufman, 1981). Caractérisées par leur
auto-renouvellement et leur potentiel
de différenciation in vitro, les CSPEs
de souris ont également la propriété
unique de contribuer en plus du chimé-
risme somatique a la colonisation de la
lignée germinale d’'un embryon lors-
gu'elles sont injectées dans un blasto-
cyste préimplantatoire. Les CSPEs de
primates non humains et humains ont
été obtenues pour la premiére fois dans
les années 1990 (Thomson etal., 1995,
Thomson et al., 1998) a partir de culture
d'embryons préimplantatoires. Selon
les espeéces, les conditions de culture
restent le point critique dans I'établis-
sement et la plasticité de ces cellules.

Dans les années 2000, des cellules
souches épiblastiques (EpiSCs) ont été
isolées a partir d'un embryon de souris
post-implantation (Brons et al., 2007 ;
Tesar et al., 2007). Contrairement aux
CSPEs, les EpiSCs n‘ont pas la propriété
de contribuer au chimérisme in vivo
bien qu'elles conservent les propriétés
de différenciation in vitro dans les trois
lignées embryonnaires (I'ectoderme,
I'endoderme et le mésoderme). La pro-
priété de colonisation de I'embryon
et, en particulier, de colonisation ger-
minale est actuellement considérée
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comme l'un des criteres les plus exi-
geants, permettant de distinguer les
CSPEs dans un état dit « naif » versus un
état « amorcé », dont lI'archétype est
représenté par les EpiSCs (Nichols et
Smith, 2009). De nombreuses publica-
tions ont caractérisé ces deux types de
cellules souches qui different a la fois
par leurs conditions de culture et leur
potentiel développemental ainsi que
par leurs caractéristiques moléculaires
et épigénétiques (Marks etal., 2012 ;
Martello etal.,, 2012 ; Tosolini etal.,
2018).

Plus récemment, un état formatif a été
introduit comme « une troisieme phase,
appelée pluripotence formative, pro-
posée pour exister dans le cadre d’'un
continuum de développement entre
les phases naive et amorcée » (Smith,
2017), état qui a pu étre « capturé
in vitro a la fois dans le modéle murin
et humain (Kinoshita et al., 2021a).

L'existence de ces mémes stades
- naif, amorcé et formatif - chez
d'autres especes que les rongeurs est
encore largement débattue, notam-
ment dans les modéles primates non
humains et humains, pour lesquels de
nombreux travaux ont tenté de définir
des conditions de culture pour obte-
nir et maintenir des cellules naives
(Nakamura et al., 2016). En particulier,
I'utilisation de différents cocktails de
petites molécules inhibant les voies de
signalisation a été décrite, permettant
d'obtenir des cellules naives (Guo et al.,
2016 ; Bredenkamp et al., 2019).

Chez les espéces d'intérét agrono-
mique, des cellules de type « souches
pluripotentes embryonnaires — CSPEs »
avec des propriétés d’auto-renou-
vellement et de différenciation ont
été isolées, amplifiées et établies en
lignées chez les porcins (Park etal.,
2013 ; Gaoetal, 2019 ; Zhietal., 2022),
les bovins (Bogliotti et al., 2018), les
ovins et caprins (De Kumar et al., 2011 ;
Vilarino et al., 2020), les équins (Paris
et Stout, 2010) et les lapins (Tancos
etal., 2012). La plupart de ces cellules
sont caractérisées par leur potentiel
de prolifération et de différenciation
in vitro et par la présence de certains
marqueurs, comme les antigénes de
surface, dont SSEA1, SSEA3 et SSEA4,

des antigénes initialement identifiés
chez la souris mais dont la réactivité
croisée avec d'autres espéces s'est avé-
rée importante pour l'identification de
ces cellules. Mais leur potentiel déve-
loppemental n'a pas été évalué (Koh et
Piedrahita, 2014 ; Ezashi et al., 2016).

Plus récemment, en utilisant des stra-
tégies similaires a celles développées
pour les cellules humaines (a base de
cocktails de molécules inhibitrices),
des études ont été menées pour obte-
nir des CSPEs plus « naives » chez les
especes bovine et porcine méme si
des expériences de chimeres n‘étaient
pas mentionnées (Bogliottiet al., 2018 ;
Gao etal.,, 2019). En parallele, des ana-
lyses moléculaires réalisées au niveau
de cellules isolées d'embryons préim-
plantatoires ont permis de mieux défi-
nir les marqueurs associés a ces stades
précoces chez différentes espéces
(bovins, porcs, lapins) et de les com-
parer avec la souris, le primate non
humain et I'humain (Bernardo etal.,
2018 ; Ramos-lIbeaset al., 2019). Les der-
niéres conditions mises au point pour
les especes bovine, porcine et ovine,
calquées sur I'état formatif humain
(Kinoshita et al., 2021a), semblent per-
mettre I'obtention de lignées de cellules
capables de coloniser efficacement les
embryons, comme démontré dans le
modeéle porcin (Kinoshita et al., 2021b).
Ces cellules seraient ainsi d'excellents
supports pour le développement de
nouvelles approches in vivo et in vitro,
notamment pour l'obtention des
organoides cérébraux

W 1.2. Les cellules souches
pluripotentes induites
(CSPIs)

La mise au point de la reprogramma-
tion somatique en 2006 a constitué une
véritable révolution dans le domaine des
CSP (Takahashi et Yamanaka, 2006). En
criblant un ensemble de 24 génes tous
fortement exprimés dans les CSP, équipe
de S.Yamanaka a ainsi identifié une com-
binaison minimale de quatre génes, les
genes OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC qui
était capable de « reprogrammer » un
fibroblaste c'est-a-dire de donner a cette
cellule des propriétés similaires a une
CSP. Cette combinaison OSKM est défi-
nie comme la combinatoire canonique
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de la reprogrammation. Ce concept de
reprogrammation somatique consiste
donc a exprimer une combinatoire de
génes — dont des facteurs de transcrip-
tion impliqués dans le contréle de la plu-
ripotence - dans une cellule somatique,
conduisant ainsi a sa reprogrammation
en cellule souche pluripotente induite
(CSPI). Par la suite, d’autres combinaisons
ont été identifiées comme OSNL avec
OCT4, SOX2, NANOG et LIN28 (Yu etal.,
2007) ainsi que le role d'autres génes
comme NR5A2, ESRRB, GLIS1, ZIC3,
TBX3, H1F00, NKX3.2, et MIR302 (liste
non exhaustive). Ces facteurs participent
directement au processus de reprogram-
mation ou augmentent son efficacité
(David et Polo, 2014). Les CSPIs partagent
la plupart des propriétés des CSPEs
mais sans le questionnement éthique
de I'utilisation et de la destruction des
embryons lors de leur mise en culture.
De plus, par cette approche de repro-
grammation, des CSPIs peuvent étre
obtenues a partir de nimporte quel indi-
vidu ou animal, sain ou malade, porteur
de mutation génétique ou non, et donc
de tout génotype ouvrant entre autres
aussi la voie a I'étude de nombreuses
pathologies, voir a une médecine per-
sonnalisée pour 'Homme. Initialement
démontré dans le modele murin, le
concept a été rapidement étendu aux
primates non humains, a 'homme (Yu
etal., 2007) et a de nombreuses autres

espéces agronomiques comme les lapins
(Hondaetal., 2013 ; Osteil et al., 2013), les
moutons et les bovins (Liu etal., 2012;
Sandmaieretal., 2015 ;Talluriet al., 2015),
les porcs (Ezashi et al., 2009 ; Rodriguez
etal, 2012 ; Congras etal., 2016) et les
chevaux (Nagy etal., 2011 ; Breton et al.,
2013). Cependant, chez la plupart de
ces especes, il est difficile de valider le
statut complet des cellules reprogram-
mées car leur potentiel de développe-
ment est rarement testé (De Los Angeles
etal,2015).

2. Les organoides
cérébraux

MW 2.1. Les travaux pionniers

Les propriétés d’auto-renouvelle-
ment et de différenciation des CSPEs
ou des CSPIs sont les deux propriétés
essentielles pour obtenir des orga-
noides. Les travaux pionniers du
laboratoire de Y. Sasai (Eiraku etal.,
2008) dans le modele neural puis de
H. Clevers (Sato etal., 2009) dans le
modele intestinal ont été rapidement
popularisés avec le développement de
nombreuses approches pour la produc-
tion d'organoides dans la plupart des
tissus. La plupart de ces études ont été
initialement réalisées sur des modeles
murins et humains et, a ce jour, peu de

données sont disponibles pour d'autres
especes, en particulieragronomiques et
aucune pour les organoides cérébraux
(Augustyniak et al., 2019 ; Pain, 2021 ;
Pain et al., 2021).

Le développement des organoides
cérébraux humains a été initié avec les
travaux pionniers du laboratoire de J.
Knoblich (Lancaster etal., 2013). Les
CSPIs humaines sont induites dans la
voie neurale de maniére contrélée et
la structure obtenue s'auto-organise et
se différencie en un organoide lamel-
laire multicouche, similaire a la struc-
ture observée lors du développement
du SNC. Ces premiéres études ont mis
en évidence la nécessité d'un proto-
cole en plusieurs étapes avec diverses
conditions de culture. Initialement, les
agrégats sont placés dans une matrice
qui maintient l'organoide en suspen-
sion et évite la polarisation des cellules.
Puis ces gouttes sont placées dans un
bioréacteur maintenu sous agitation
qui permet le développement de struc-
tures 3D pendant plusieurs semaines.
Un ensemble diversifié de marqueurs
des précurseurs neuraux tels que SOX1,
PAX6, TBR2, NESTIN et de marqueurs
neuronaux exprimés plus tardivement
tels que TUJ1, MAP2, CTIP2, SATB2, etc.,
est utilisé pour suivre le développement
et la différenciation des organoides
cérébraux ( ).

Production d’organoides cérébraux dans le modéle humain (d’aprés Pain et al,, 2021).

A)
DO D8 D21 D31 D50/70 D90/110
Milieu hiPSC Neural induction Cerebral DM Cerebral DM
Hydrogel medium (- VitA) (+ Vit A)

B)
=]
n
]

A) Le processus de production des organoides cérébraux débute par I'agrégation des hiPSCs et leur induction dans un milieu d'induction neurale. Différentes
conditions de cultures permettent alors d'obtenir des organoides cérébraux qui se différencient et sengagent dans des processus de maturation aboutissant
a la formation de structures complexes avec des rosettes apparentes (B), rosettes qui expriment différents marqueurs analysés a 58 jours (J58) apres induction
comme SOXT, NESTIN et N-CADHERIN (C) ou KI67, marqueur de la prolifération des précurseurs qui sont PAX6 et TBR2 positifs (D).
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Le « développement du cerveau
humain présente une organisation
unique de la zone progénitrice »,
c'est-a-dire que la présence de la zone
sous-ventriculaire externe (OSVZ) est
typique du néocortex de I'homme
et des primates non humains (Dehay
etal., 2015). Or comme les marqueurs
de ces zones étaient présents et organi-
sés dans les organoides de facon simi-
laire au tissu in vivo, il a été conclu que
la structure 3D obtenue pouvait bien
récapituler au moins certains aspects
du développement cortical précoce
humain (Lancaster et al., 2013).

m 2.2. Organoides
et zones du cerveau

Au fur et a mesure du développe-
ment des protocoles de production
des organoides cérébraux humains,
il a également été possible d'obtenir
des organoides cérébraux représenta-
tifs de différentes zones du cerveau en
changeant surtout les combinatoires de
facteurs de croissance et de cytokines
ajoutés au cours des différentes étapes
d’induction.

Une liste non exhaustive de diffé-
rents exemples de structures a été
établie avec les références des proto-
coles utilisés (Qian et al., 2019). Celle-ci
comprend des inductions non guidées,
générant des organoides avec mélange
de structures, et des inductions guidées
par I'addition de molécules chimiques
et facteurs de croissances spécifiques
pour générer une structure en parti-
culier. Ces molécules sont également
souvent celles identifiées comme les
morphogenes importants lors de la
mise en place des structures neurales
au cours du développement (SHH,
BMP, FGF, WNT, RA...) (Cederquist et al.,
2019). Les inductions guidées peuvent
conduire par exemple a des organoides
corticaux, ceux correspondant aux dif-
férentes structures du télencéphale, du
cervelet, du cerveau antérieur, ceux du
plexus choroide, de I'hippocampe, du
mésencéphale ainsi que l'organoide
mimant I'hypophyse antérieure et le
récent organoide du plexus choroide
avec vésicule qui mime la barriére du
SNC avec le liquide céphalo rachidien
(Lancaster et al., 2017 ; Pellegrini et al.,
2020). D’autres avancées ont été faites

INRAE Productions Animales, 2023, numéro 2

avec le développement des assem-
bloides qui consistent soit a mélanger/
fusionner les prosencéphales dorsaux
et ventraux dans le but de mimer cer-
tains processus de projection (Bagley
etal., 2017), soit a mélanger I'émi-
nence ganglionnaire médiale humaine
(MGE) avec un organoide cortical, ce
dernier étant utilisé pour modéliser la
migration des interneurones humains
(Xiang et al., 2017). Les relations entre
différents tissus neuraux commencent
également a étre mimés pour étre
mieux étudié comme l'atteste l'obten-
tion d'organoides cérébraux avec vési-
cules optiques (Gabriel et al., 2021) ou
le développement des interactions neu-
ro-musculaires dans des assembloides
réalisés entre des organoides cérébraux
(corticaux ou de cerveau postérieur/
moelle épiniére) et des sphéroides
du muscle squelettique humain pour
générer des assembloides cortico-mo-
teurs dans une structure 3D (Andersen
etal., 2020).

Il estimportant de noter que les ana-
lyses transcriptomiques ont démon-
tré que les divers et nombreux types
cellulaires identifiés dans le cerveau
ont également été identifiés dans les
structures 3D humaines in vitro (Camp
etal., 2019). Lacquisition de la diversité
cellulaire s'avere progressive et, sur une
période de 6 mois de culture, la plu-
part des types cellulaires se retrouvent
comme dans le tissu de référence. Le
séquencage au niveau cellule unique a
également montré que les organoides
cérébraux humains récapitulaient
remarquablement bien le programme
d'expression génique progressivement
activé au cours du développement du
néocortex foetal humain (Camp etal.,
2019 ; Velasco etal., 2019).

Une autre caractéristique impor-
tante des organoides cérébraux est la
démonstration de leur fonctionnalité.
Par exemple, le mouvement nucléaire
intercinétique typique (un mouvement
périodique du noyau cellulaire en phase
avec la progression du cycle cellulaire
qui est observé dans les progéniteurs
prolifératifs engagés dans la différen-
ciation au cours du développement
cortical) et les activités électriques
ont été observés dans les organoides
cérébraux 3D (Trujillo et al., 2019).

3. De nombreux exemples
de virus neurotropes

H 3.1. De nombreuses
familles virales

En raison de la similitude dans leur
développement et de I'architecture tis-
sulaire obtenue, méme encore impar-
faite, les organoides cérébraux humains
sont des modeles in vitro de plus en
plus utilisés dans les études sur le neu-
rodéveloppement, la modélisation
des pathologies neurodégénératives,
I'évaluation de la toxicité de molé-
cules et pour I'étude de nombreuses
encéphalites d'origine bactérienne ou
virales (Arlotta, 2018). Les organoides
cérébraux ont montré leur potentiel
élevé lorsque le virus Zika est apparu
en Amérique du Sud en 2016 et a été
déclaré urgence de santé publique par
I'Organisation mondiale de la santé
en raison de son association possible
avec de multiples cas de microcéphalie
chezles nouveau-nés. lls ont été utilisés
pour démontrer le role causal du virus
dans cette maladie dévastatrice ainsi
que pour élucider les mécanismes qui
conduisent a une altération de la neu-
rogenése (Qianetal, 2016 ;Krennetal.,
2021) et pour tester des molécules anti-
virales (Xu etal., 2016). Ce domaine de
I'étude des interactions hote-virus neu-
rotrope et de leurs contréles est sans
doute le plus facilement transposable
aux sciences vétérinaires (Antonucci et
Gehrke, 2019).

Les virus neurotropes affectant les
animaux domestiques appartiennent a
de nombreuses familles et genres, dont
les Lyssavirus, Flavivirus, Alphavirus,
Bunyavirus, etc. Le virus de la rage,
un Rhabdovirus du genre Lyssavirus,
est probablement le plus connu des
virus neurotropes. Il est capable d'in-
fecter tous les mammiféres, mais les
chiens, les carnivores sauvages et les
chauves-souris sont considérés comme
ses réservoirs naturels. Dans 99 % des
cas, la transmission a I’lhomme se fait
par le chien. Elle induit une encépha-
lite aigué et progressive, avec une
|étalité proche de 100 % (Green, 1997).
Le virus de la stomatite vésiculeuse,
un autre Rhabdovirus mais du genre
Vesiculovirus, affecte les porcs, les bovins
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et les chevaux dans I'hémisphére occi-
dental. Il est rarement zoonotique mais
une infection chez I'enfant a cepen-
dant été décrite (Rodriguez, 2002). Les
Flavivirus de la famille des Flaviviridae
forment un autre genre comprenant de
nombreux virus neurotropes respon-
sables d'encéphalites chez 'homme
et le cheval (virus West Nile, virus de
I'encéphalite japonaise, virus de l'en-
céphalite de Saint-Louis, virus de l'en-
céphalite de Murray Valley...) et chez
I'ovin (virus Louping Ill) (Kumar et al.,
2018). Les encéphalites a Louping Ill
sont cependant rares chez 'homme
(Desole etal., 2019). Les Alphavirus,
(virus des encéphalites équines de I'Est,
de I'Ouest et Vénézuélienne) et le mam-
malian 1 orthobornavirus de la famille
des Bornaviridae peuvent également
provoquer des encéphalites, poten-
tiellement mortelles, chez 'homme et
le cheval. (Lecollinet et al., 2019). Les
hénipavirus, dont I'’émergence s'est
produite dans les années 1990, pro-
voquent également des encéphalites
chez 'homme et les animaux avec des
taux de mortalité trés élevés dans les
deux cas. Les virus Nipah et Hendra
ciblent respectivement les porcs et les
chevaux. Les humains sont infectés
soit directement par les chauves-souris
(leur réservoir naturel) soit par contact
avec des porcs et des chevaux infectés
(leur hote amplificateur) (Weatherman
etal., 2018 ; Wang et Anderson, 2019).
Parmi les virus non zoonotiques, le virus
Schmallenberg, un Bunyavirus apparu
en Allemagne en 2001 et transmis

par des vecteurs Culicoides, affecte
les ruminants (principalement bovins,
mais aussi ovins, caprins et ruminants
sauvages) et induit diverses lésions
neurologiques (cécité, ataxie, paralysie,
convulsions et séveres malformations
du cerveau du veau au cours du déve-
loppement) (Conraths et al., 2013) et le
virus de I'encéphalomyélite hémagglu-
tinante porcine, un coronavirus, induit
une encéphalomyélite chez les por-
celets de moins de 3 semaines (Dong
etal.,, 2014). Enfin, I'herpés virus équin
1, distribué dans le monde entier est
responsable de myéloencéphalopa-
thies chez les chevaux (Oladunni et al.,
2019). A noter qu'a I'exception des che-
vaux qui sont fortement touchés par de
nombreux virus neurotropes, les prin-
cipales pertes économiques induites
par les virus chez les animaux domes-
tiques ne sont pas dues a des troubles
neurologiques.

W 3.2. Organoides cérébraux
de cheval

Ainsi, le cheval apparait comme un
modele de choix pour le développement
des organoides cérébraux. Nos travaux
(non encore publiés) et ceux de Fortuna
etal.(2018) ont déja montré que des cel-
lules neurales obtenues a partir de CSPI
équines pouvaient étre infectées par
des Flavivirus et Alphavirus neurotropes,
ouvrant la porte a des infections des
organoides cérébraux équins. Llavantage
d'un modéle 3D versus les cellules 2D
réside notamment dans la complexité

Production d’‘organoides cérébraux dans le modéle équin.

Stratégie

des interactions cellulaires qui sont pré-
sentes dans l'architecture tridimension-
nelle de ces structures plus similaires
au tissu que la culture 2D. En se basant
sur une approche similaire a celle déve-
loppée avec les CSPI humaines, nous
avons obtenu, par reprogrammation
somatique de cellules de l'oreille, des
CSPI équines. Puis, selon une cinétique
proche de celle suivie avec les cellules
humaines, nous avons induit la forma-
tion d'organoides cérébraux ( ).
Ces nouveaux modeéles équins seront
prochainement utilisés pour mimer
les processus d'infection par des virus
neurotropes.

4. La perspective
de complexification
des modeéles

La complexité etles processus du déve-
loppement cérébral ont été largement
étudiés notamment chez 'homme mais
proportionnellement peu chez les ani-
maux domestiques. Cependant, comme
mentionné précédemment, quelques
études comparatives ont démontré une
forte proximité des structures cérébrales
chez différentes espéces de mammiféres,
suggérant que des mécanismes cellu-
laires et moléculaires similaires sous-
tendent le développement cérébral
chez beaucoup d'espéces. On peut ainsi
espérer que les protocoles développés
pour obtenir des organoides du cerveau
humain pourraient étre transposés aux

Reprogrammation

Culture explants

™/

Cellule
type fibroblastique

A partir de biopsies de tissus équins, notamment d'oreille, des cellules souches pluripotentes induites sont obtenues par reprogrammation somatique (avec le
virus Sendai apportant les facteurs de reprogrammation). Ces cellules sont induites en organoides cérébraux selon des protocoles similaires a ceux développés
pour les organoides humains. Les marqueurs associés sont également tres similaires a ceux détectés dans les organoides humains. Ces nouveaux modéles
équins sont une base d'exploration originale des interactions hote-pathogenes de virus neurotropes affectant a la fois 'homme et le cheval.

N\

somatique Différenciation

Cellule souche
pluripotente induite

Induction
Organoide cérébral

Maturation
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especes domestiques. Nous essayons
de le démontrer dans le modéle équin
( ), espéce pour laquelle le besoin
est vraiment important au regard de
la problématique des nombreuses
encéphalites virales observées chez
cette espéce. On peut également espé-
rer que le développement de nouveaux
protocoles de dérivation de CSPEs et
CSPIs dans les espéces agronomiques va
permettre d'obtenir des cellules avec des
propriétés de différenciation améliorées
pour générer des organoides cérébraux
dans les différentes espéces d'intérét.
Cela permettrait de questionner les
mécanismes neuropathogéniques, tels
que ceux induits par des virus dans des
modeéles animaux domestiques qui sont
pertinents et seraient trés bénéfiques
pour la recherche vétérinaire.

Enfin, les derniers développements
dans le domaine des organoides céré-
braux, comme la constitution d’as-
sembloides (Bagley et al., 2017 ; Pasca,
2019), les premiers tests de vasculari-
sation d'organoides et l'obtention de
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Résumé

Le cerveau est un organe complexe et tout modéle pour I'étudier dans ses aspects normaux et pathologiques devient un outil de choix
en neurobiologie. La maitrise et la diffusion de protocoles permettant le développement d'organoides cérébraux ont ouvert la voie a de
nouvelles études dans le domaine du développement du cerveau, de la modélisation des maladies neurodégénératives ou neurodévelop-
pementales, de la compréhension des tumeurs ainsi que des maladies infectieuses qui affectent le cerveau. Alors que les études se sont
focalisées principalement sur I'utilisation d'organoides cérébraux humains, il existe un intérét croissant pour des modeéles similaires chez
d’autres espéces. Cette revue présente ce qui est actuellement développé dans ce domaine avec un accent particulier sur le potentiel des
organoides cérébraux pour I'étude des maladies neuro-infectieuses des animaux domestiques, notamment du cheval. Pour cette espeéce,
les atteintes neurologiques liées aux encéphalites virales sont parmi les plus dommageables pour la filiere. La mise au point de modéles
d'organoides animaux et équins en particulier, les plus prédictifs possibles permettra a la fois de diminuer les couts de recherche particu-
lierement élevés pour les études sur les maladies du cerveau et surtout de contribuer efficacement aux 3R, enjeu agronomique et sociétal.

Abstract

Brain organoids as models for studying neuropathologies in domestic animals

The brain is a complex organ and any model for studying it in its normal and pathological aspects becomes a tool of choice in neurobiology. The
mastery and dissemination of protocols allowing the development of brain organoids have opened the way to new studies in the field of brain
development, the modeling of neurodegenerative or neurodevelopmental diseases, the understanding of tumors as well as infectious diseases
that affect the brain. While studies so far have mostly focused on the use of human brain organoids, there is increasing interest in similar models in
other species. This review presents what is currently being developed in this field with particular emphasis on the potential of brain organoids for
the study of neuro-infectious diseases in domestic animals, particularly in horses. For this species, neurological damage linked to viral encephalitis
isamong the most damaging to the industry. The development of organoid models for farm/domestic animals, and particularly for equine species,
will reduce both the costs and time requirements of the research on neurological diseases in these species and allow further implementation of
the 3R principles, at both agronomic and societal issues.
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