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Résumé — Le lapin est une espéce particulierement sensible aux troubles digestifs, en particulier lors du sevrage
et dans le cas de maladies infectieuses. Il est donc nécessaire de disposer de modéles in vitro permettant d’étudier
la physiologie des organes digestifs chez le lapin tout en réduisant le recours a 1’expérimentation animale.
Récemment, les recherches ont permis de mieux comprendre la biologie des cellules souches, des cellules
indifférenciées pouvant se diviser pour générer divers types de cellules spécialisées. Ces nouvelles connaissances
ont permis de développer des modéles de culture cellulaire innovants appelés organoides. Les organoides sont
issus de cellules souches, s’autorenouvellent, sont autoorganisés en 3-dimensions, reproduisent la diversité
cellulaire et certaines des fonctions des organes qu’ils miment. Ces méthodes initialement mises au point chez la
souris et I’lhomme sont aujourd’hui disponibles pour les animaux d’élevage. Chez le 1apin, des travaux récents ont
développé des systémes de culture d’organoides d’intestin et de foie qui permettent de disposer pour la premiére
fois chez cette espéce de modeéles cellulaires in vitro pour étudier ces organes. Comme décrit chez les autres
espéces, les organoides de lapin miment en partie la diversité cellulaire, la structure et la fonctionnalité des organes
d’origine. Les organoides hépatiques de lapin ont par exemple permis de multiplier in vitro le virus de la maladie
hémorragique virale du lapin (RHDV). Ce résultat qui n’avait pas été atteint avec d’autres modéles ouvre
d’importantes perspectives pour étudier la pathogénicité de ce virus. Par ailleurs, les organoides d’intestin de lapin
ont été utilisés pour étudier les effets du microbiote et de ses métabolites sur la fonction de barriére. Le modéle
des organoides intestinaux est particulierement adapté pour réaliser des approches de criblage in vitro de produits
nutritionnels ciblant la santé digestive. La disponibilité des organoides chez le lapin ouvre donc d’importantes
perspectives pour étudier la physiologie digestive ainsi que les interactions avec des pathogénes. La
complexification des conditions de culture des organoides de lapin permettra de reproduire plus fidélement les
organes in vitro, par exemple en intégrant des composants du systéeme immunitaire. Enfin, des organoides de
nouveaux organes pourront étre développés chez le lapin, tel que réalisé récemment pour la glande mammaire.
Globalement, 1’utilisation des organoides chez le lapin pourra étre utile pour développer de nouvelles stratégies de
préservation de la santé tout en réduisant le recours a I’expérimentation animale.

Abstract — Rabbit organoids: a new tool for in vitro testing of innovative solutions to preserve digestive
health

Rabbits are particularly sensitive to digestive disorders, especially during weaning and in the case of infectious
diseases. In vitro models are therefore needed to study the physiology of the digestive organs in rabbits, while
reducing the need for animal experiments. Recently, research has led to a better understanding of the biology of
stem cells, undifferentiated cells that can divide to generate various types of specialized cells. This new knowledge
has led to the development of innovative cell culture models called organoids. Organoids are derived from stem
cells, are self-renewing, are self-organized in 3-dimensions and reproduce the cellular diversity and some of the
functions of the organs they mimic. These methods, initially developed in mice and humans, are now available for
farm animals. In rabbits, recent work has developed intestinal and liver organoid culture systems that provide in
vitro cell models for studying these organs for the first time in this species. As described for other species, rabbit
organoids partially mimic the cellular diversity, structure and functionality of the original organs. For example,
rabbit liver organoids have been used to propagate the rabbit hemorrhagic disease virus (RHDV) in vitro. This
result, which had not been achieved with other models, opens up important prospects for studying the pathogenicity
of this virus. Rabbit intestinal organoids have also been used to study the effects of the microbiota and its
metabolites on barrier function. The intestinal organoid model is particularly well suited to in vitro screening of
nutritional products targeting digestive health. The availability of organoids in rabbits opens up major prospects
for studying digestive physiology and interactions with pathogens. The increasing complexity of culture conditions
for rabbit organoids will make it possible to reproduce organs more faithfully in vitro, for example by incorporating
components of the immune system. Finally, organoids of new organs could be developed in rabbits, as was recently
achieved for the mammary gland. Overall, the use of organoids in rabbits could be useful for developing new
health preservation strategies while reducing the need for animal experimentation.



Introduction

L’appareil digestif a pour role d’assurer la nutrition et
la protection de 1I’organisme. L’étude de la physiologie
digestive chez le lapin est cruciale compte tenu de la
sensibilité de cette espéce aux troubles intestinaux
(Combes et al. 2013). En effet, un dysfonctionnement
de I’appareil digestif du lapin peut étre observé lors de
la période de transition alimentaire du sevrage
(Gidenne et al. 2012) ou dans le cas de maladies
infectieuses telles que ’entéropathie épizootique du
lapin (EEL) (Licois et al. 2005), les colibacilloses ou
les coccidioses. Dans le contexte de la réduction de
I’utilisation des intrants médicamenteux dans les
élevages, il est nécessaire de développer de nouvelles
stratégies de préservation de la santé digestive chez le
lapin. L’alimentation constitue un levier prometteur
pour renforcer la barriére intestinale (Gidenne 2015),
notamment via la modulation du microbiote intestinal
dont le rble central dans la physiologie digestive est
clairement établi (Paés et al. 2023). Néanmoins, des
travaux de recherches sont encore nécessaires pour
développer de maniere efficace ces nouvelles
méthodes de préservation de la santé digestive. Par
ailleurs, le foie, un organe jouant un role clé dans la
digestion, est aussi la cible des infections par les
lagovirus pathogenes dont le virus de la maladie
hémorragique virale du lapin (RHDV), une menace
majeure pour les lapins en raison de sa forte létalité,
mais dont les mécanismes de pathogénicite sont encore
peu compris faute de systéme de multiplication in vitro
efficace.

L’étude de la physiologie et des maladies intestinales
et hépatiques du lapin repose essentiellement sur
I’expérimentation animale. Ces expérimentations in
vivo ont pour limites un co(t élevé, la longueur des
cycles expérimentaux, ainsi qu’un manque de
standardisation lié a la difficulté de contrble des
conditions expérimentales. Par ailleurs,
I’expérimentation animale est remise en question pour
des raisons éthiques par la société. C’est dans ce
contexte que sont développées des approches in vitro,
permettant de réduire I’expérimentation animale tout
en standardisant les conditions expérimentales et en
limitant les codts. Cependant, contrairement aux
espéces humaines ou porcines, il n’existe pas chez le
lapin de lignées immortalisées de cellules digestives in
vitro. Récemment, les progrés dans la compréhension
de la biologie des cellules souches (cellules
indifférenciées capable de générer diverses cellules
spécialisées) ont permis de développer des modeles
d’organoides chez de nombreuses espéces, dont le
lapin (Beaumont et al. 2021a; Glinther et al. 2022). Ces
modeles de culture cellulaire innovants permettent de
reproduire in vitro une partie de la complexité
cellulaire, de la structure et certaines des fonctions des
organes qu’ils visent a mimer.

La premiére partie de cette synthése présente les
aspects de la physiologie intestinale et hépatique
modélisés dans les organoides digestifs de lapin. La
seconde partie est centrée sur les méthodes de culture
et les caractéristiques des organoides intestinaux et
hépatiques de lapin. La troisieme partie présente les
applications des organoides de lapin. Enfin, les
perspectives de complexification des conditions de
culture des organoides de lapin ainsi que de nouveaux
domaines d’utilisation potentiels sont présentés.

1. Organisation de I’appareil digestif chez le lapin

1.1. Organisation et diversité cellulaire de l’intestin

L’intestin est divisé en deux segments principaux :
Pintestin gréle (comprenant le duodénum, le jéjunum
et I’iléon) et le gros intestin (comprenant le caecum et
le colon). L’intestin gréle permet la digestion et
I’absorption des nutriments. Le gros intestin a pour role
principal 1’absorption d’eau, d’électrolytes et de
produits de fermentation bactérienne (Blas and
Wisewan 2020). En effet, I’intestin est colonisé par une
vaste communauté de microorganismes dont la densité
est la plus élevée au niveau du gros intestin.

La muqueuse intestinale est bordée par une couche de
cellules épithéliales. Dans [I’intestin gréle, cet
épithélium est organisé en cryptes et en villosités tandis
que seules les cryptes sont présentes dans le gros
intestin. Des cellules souches épithéliales situées au
fond des cryptes assurent le renouvellement complet de
I’épithélium intestinal en quelques jours et sont a
I’origine de tous les types de cellules épithéliales
différenciées (Figure 1) (Grant and Specian 2001;
Bonis et al. 2021). Les cellules épithéliales se
différencient lors de leur migration dans I’axe de la
crypte sous le contréle de gradients de concentration de
facteurs de croissance (Barker 2014).
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Figure 1: Structure et diversité cellulaire de
I’épithélium intestinal. Adapté de (Barker 2014).



Les cellules épithéliales intestinales différenciées sont
classées en cellules absorbantes ou sécrétrices. Les
cellules absorbantes contribuent & la digestion et a
I’absorption des nutriments. Récemment, notre équipe
a identifié un sous-type de cellules absorbantes
(cellules BEST4") dans I’intestin du lapin mais leurs
fonctions restent encore inconnues en raison de leur
absence chez la souris (Malonga et al. 2024). La
majorité des cellules sécrétrices sont des cellules
caliciformes responsables de la sécrétion de mucus et
de molécules antimicrobiennes (Gustafsson and
Johansson 2022). Les cellules de Paneth sont des
cellules présentes principalement dans ’intestin gréle
et spécialisées dans la sécrétion de peptides
antimicrobiens (Bevins and Salzman 2011). Les
cellules entéroendocrines sont rares et sécretent des
hormones régulant la digestion et la satiété (Gribble
and Reimann 2019). Enfin, les cellules Tuft jouent un
rle dans la détection des parasites ainsi que dans la
régulation de Iimmunité intestinale mais leur
existence chez le lapin n’est pas démontrée (Gerbe et
al. 2012). L’action coordonnée de ces divers types
cellulaires permet a 1’épithélium intestinal d’assurer
ses fonctions de nutrition et de barriére. Enfin,
I’épithélium intestinal est en interaction permanente
avec les cellules immunitaires intestinales et le
microbiote. Le dialogue entre ces acteurs joue un role
décisif dans la défense de I’organisme.

1.2. Organisation cellulaire du foie

Le foie contribue a la digestion via les sécrétions
biliaires et joue un role central dans le métabolisme des
nutriments qui y sont acheminés depuis I’intestin par la
veine porte. La position du foie en aval de la barriére
intestinale lui confere également un réle stratégique
pour limiter ’entrée des pathogénes ou des toxines
dans I’organisme. Le foie des mammiféres est organisé
en unités fonctionnelles formées par des lobules
composés de travées hépatocytaires et de canaux
biliaires (Ramachandran et al. 2020; Campana et al.
2021). Des cellules progénitrices (intermédiaires entre
des cellules souches et des cellules différenciées)
hépatiques se trouvent dans la zone transitoire entre les
travées hépatocytaires et les canaux biliaires (passage
de Hering) et sont a I’origine des deux types de cellules
épithéliales hépatiques : les hépatocytes et les
cholangiocytes (Figure 2). Les hépatocytes sont les
cellules épithéliales hépatiques les plus abondantes et
jouent de nombreux réles incluant la synthése
protéique, la détoxification, le métabolisme des lipides
et des glucides et la production de facteurs de
coagulation (Ramachandran et al. 2020). Les
hépatocytes sécretent également la bile dans le canal
biliaire formé par des cholangiocytes (cellules
épithéliales biliaires). Le foie contient aussi de
nombreuses cellules immunitaires tels que les
macrophages résidants du foie appelés cellules de
Kupffer, des cellules stellaires impliquées dans la
production de la matrice extracellulaire et des cellules

endothéliales permettant la filtration des composés
sanguins (Ramachandran et al. 2020). Le foie est donc
un organe caractérisé par une structure complexe et une
grande diversité cellulaire lui permettant d’assurer ses
nombreuses fonctions.
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Figure 2 : Structure et diversité cellulaire du foie.
Adapté de (Kardia et al. 2021).

2. Modeéles d’organoides chez le lapin

La technologie des organoides a été developpée a partir
des années 2000 suite aux progrés dans la
compréhension de la biologie des cellules souches
(Sato et al. 2009). Le principe de la culture des
organoides consiste a ensemencer des cellules souches
isolées d’un organe d’intérét dans des conditions
reproduisant in vitro des caractéristiques clés du
microenvironnement des cellules souches (matrice
extracellulaire, facteurs de croissances) (Gunther et al.
2022). Dans ces conditions, les cellules souches
forment en quelques jours des structures composées de
divers types cellulaires, capables de s’autoorganiser en
3-dimensions et de reproduire certaines des fonctions
de D’organe d’origine. Contrairement aux lignées
cellulaires, les organoides ne présentent pas
d’anomalies génomiques et sont donc plus proche de la
physiologie des organes qu’ils miment. De plus, les
organoides maintiennent le génome de 1’individu, ce
qui permet d’étudier les liens entre un génotype
d’intérét et un phénotype in vitro (par exemple:
sensibilité a un pathogene). Les méthodes de culture
d’organoides ont été développées initialement chez la
souris et I’homme et sont désormais disponibles pour
la plupart des organes (Gunther et al. 2022). Plus
récemment, ces méthodes ont été adaptées aux
animaux d’élevage pour lesquels des techniques sont
aujourd’hui disponibles pour cultiver des organoides
d’intestin, de foie, de poumons, de glande mammaire,
ou du systeme reproducteur (Beaumont et al. 2021b;
Baquerre et al. 2021; Archer et al. 2021). Ces modeles
organoides sont désormais utilisés en routine pour la
recherche chez certaines espéces d’élevage telles que
le porc (Mussard et al. 2022, 2023; Alberge et al.
2024), mais restent encore en développement chez le
lapin.
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2.1. Organoides intestinaux de lapin

Deux publications ont décrit en 2020 et 2021 des
méthodes pour cultiver des organoides intestinaux de
lapins d’¢élevage ou sauvages (Mussard et al. 2020;
Kardia et al. 2021). La premiere étape du protocole
consiste a isoler des cryptes de 1’épithélium intestinal
dans lesquelles se situent des cellules souches (Figure
1). Pour cela, un fragment de muqueuse intestinale est
incubé dans une solution de dissociation chimique
permettant de déstabiliser le mucus et les jonctions
serrées. Une étape de dissociation mécanique permet
ensuite de récupérer les cryptes épithéliales. Ces
cryptes peuvent ensuite étre congelées dans une
solution de cryopréservation et stockées dans 1’azote
liquide pour une utilisation ultérieure ou utilisées
immédiatement pour la culture d’organoides. Pour
cela, les cryptes sont placées dans une goutte d’un gel
de protéines de matrice extracellulaire (exemple :
Matrigel®) puis un milieu de culture mimant la niche
des cellules souches épithéliales intestinales est ajouté.
Ce milieu peut étre composé uniquement de composés
pharmacologiques ou inclure des protéines régulant
des voies de signalisation essentielles aux cellules
souches (Mussard et al. 2020; Kardia et al. 2021). I
existe également un milieu commercial (Intesticult
organoid growth medium®, StemCell Technologies)
permettant de cultiver les organoides intestinaux de
lapins de maniére standardisée mais a un codt élevé.

S

Figure 3 : Morphologie des organoides intestinaux
de lapin (Kardia et al. 2021). Deux morphologies
d’organoides sont présentées : sphérique (gauche) et
bourgeonnant (droite). La barre d’échelle représente
100 pm.

Les organoides intestinaux de lapin sont obtenus en
quelques jours. Leur morphologie est généralement
sphérique et leur diamétre peut atteindre 500 pm
(Mussard et al. 2020) (Figure 3). Ces organoides sont
formés par une monocouche de cellules épithéliales
polarisées et auto-organisées autour d’une lumiére
contenant des sécrétions et des débris cellulaires. 1l a
été montré que divers types cellulaires peuvent étre
présents dans les organoides intestinaux de lapin :
cellules souches, cellules en prolifération (Figure 4),
cellules absorbantes, cellules caliciformes sécrétrices
de mucus, cellules entéroendocrines (Mussard et al.
2020; Kardia et al. 2021). Les organoides intestinaux
de lapin permettent donc de mimer la diversité de

I’épithélium intestinal in vitro. 1l est également
possible d’augmenter le niveau de différenciation des
cellules épithéliales d’organoides intestinaux de lapin
en réduisant la concentration des facteurs de croissance
mimant la niche des cellules souches ou en ajoutant des
molécules pharmacologiques ciblant des voies de
signalisation impliquées dans la différentiation
(Mussard et al. 2020; Kardia et al. 2021). Dans ces
conditions, les organoides peuvent avoir une structure
bourgeonnante mimant les cryptes épithéliales (Figure
3). Ainsi, la structure de 1’épithélium intestinal
observée in vivo peut étre partiellement reproduite in
vitro. Par ailleurs, les organoides intestinaux de lapin
expriment de nombreuses protéines impliquées dans la
fonction de barriére de I’intestin (protéines de jonction
serrées, peptides antimicrobiens, systemes de détection
de microorganismes) (Mussard et al. 2020). La
fonctionnalité de 1I’épithélium intestinal de lapin peut
donc étre étudiée in vitro dans le modele des
organoides.

Des organoides intestinaux de lapin ont été obtenus a
partir du duodénum, du jéjunum, de I’iléon et du
caecum (Mussard et al. 2020; Kardia et al. 2021). Il a
été montré chez d’autres espéces que les organoides
intestinaux conservent les caractéristiques de leur
segment digestif d’origine (Middendorp et al. 2014;
Mussard et al. 2022). Cette propriété n’a pas encore été
veérifiée chez le lapin, mais permettrait de mener des
études sur un segment spécifique de I’intestin de lapin,
par exemple pour déterminer le segment digestif ciblé
par un pathogeéne.

Prolifération dans
intestinaux de lapin (Mussard et al. 2020). Les
noyaux cellulaires sont colorés en bleu. Les cellules en
prolifération sont colorées en vert.

Figure 4: les organoides

Il est nécessaire de repiquer les organoides intestinaux
de lapin 5a 10 jours aprés leur mise en culture en raison
de I’accumulation de débris et du nombre de cellules
trop important en comparaison des ressources



apportées par le milieu. Les organoides sont alors
dissociés par une méthode enzymatique et les cellules
obtenues sont remises en culture selon les méthodes
décrites précédemment. Ainsi, la culture des
organoides peut étre maintenue in vitro pendant
plusieurs semaines ou mois. De plus, les organoides
intestinaux de lapin peuvent étre congelés dans une
solution de cryoconservation et stockés dans 1’azote
liquide avant d’étre décongelés et remis en culture
selon les besoins expérimentaux. Ces propriétés des
organoides permettent donc de réaliser un grand
nombre d’expériences a partir des cellules souches
isolées a partir d’un seul animal. Le modéle des
organoides permet donc de réduire nettement le
nombre de lapins utilisés pour I’expérimentation. 1l
faut néanmoins noter que des produits d’origine
animale (sérum de veau feetal, Matrigel® issu de
souris) sont tout de méme utilisés dans les milieux de
culture des organoides de lapin (Kozlowski et al.
2021).

Figure 5: Polarisation des cellules d’organoides
intestinaux de lapin (Mussard et al. 2020). Les
noyaux cellulaires sont colorés en bleu. Le
cytosquelette d’actine marquant les microvillosités
situées au pdle apical des cellules est coloré en rouge.

Les cellules des organoides intestinaux de lapin sont
fortement polarisées et le pdle apical est orienté vers
I’intérieur de I’organoide (Figure 5). Cette disposition
refléte I’ organisation observée in vivo ou le péle apical
des cellules épithéliales est exposé aux composés
alimentaires et microbiens situés dans la lumiere de
I'intestin. La difficulté d’accés au pdle apical des
cellules épithéliales dans les organoides intestinaux de
lapin pose probleme pour tester de maniére
physiologique les effets de nutriments ou de
microorganismes. Une méthode alternative consiste a
dissocier les organoides cultivés en 3-dimensions en
cellules isolées afin de les cultiver en monocouche en
2-dimensions (Figure 6). Ces conditions de culture

permettent d’accéder de maniére simple au pdle apical
des cellules tout en conservant la diversité cellulaire et
d’étudier les flux au travers de 1’épithélium pour
caractériser par exemple le transport de nutriments ou
la perméabilité¢ intestinale. Globalement, les
organoides intestinaux de lapin permettent d’étudier
I’épithélium intestinal in vitro dans des conditions
proches de la physiologie en reproduisant certaines des
caractéristiques structurales, de diversité cellulaire et
fonctionnelles de la barriére intestinale.

Figure 6: Observation d’une monocouche de
cellules issues d’organoides intestinaux de lapin. Le
cytosquelette d’actine est marqué en rouge et les
cellules sécrétrices en vert. (Données non publiées,
UMR GenPhySE, INRAE, Toulouse).

2.2. Organoides hépatiques de lapin

Une étude de 2023 a décrit pour la premiére fois une
méthode permettant de cultiver des organoides
hépatiques de lapins d’élevage ou sauvages (Kardia et
al. 2023). Globalement, les méthodes de culture des
organoides hépatiques sont trés similaires a celles
utilisées pour cultiver les organoides intestinaux. Les
organoides hépatiques de lapin sont dérivés de cellules
progénitrices hépatiques obtenues par dissociation
enzymatique des canaux biliaires. Ces cellules sont
cultivées dans un gel de matrice extracellulaire et avec
un milieu de culture mimant la niche des cellules
progénitrices hépatiques en utilisant des réactifs
disponibles  commercialement. Les organoides
hépatiques de lapin présentent une morphologie
sphérique (Figure 7) et sont composés en majorité de
cholangiocytes et d’une minorit¢ d’hépatocytes
(Kardia et al. 2023), ces proportions étant inversées par
rapport a ce qui est observé in vivo (Ramachandran et
al. 2020). Les organoides hépatiques de lapin peuvent
étre maintenus en culture par repiquage pendant
plusieurs semaines ou étre cryoconservés (Kardia et al.
2023).



Figure 7 : Observation d’organoides hépatiques de
lapin cultivés en 3D (Kardia et al. 2023). La barre
d’échelle représente 500 um.

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides
hépatiques sont obtenues de la méme fagon que dans le
cas des organoides intestinaux (Figure 8). Les
organoides hépatiques de lapin ont été caractérisés
avec beaucoup moins de détails que les organoides
intestinaux. 1l serait donc intéressant d’approfondir
I’étude de ce modéle afin par exemple de déterminer si
les cellules des monocouches sont polarisées ou si la
structure des canaux biliaires peut étre reproduite in
vitro (Kardia et al. 2023).

Figure 8: Observation d’une monocouche de
cellules issues d’organoides hépatiques de lapin
(Kardia et al. 2023). Les noyaux cellulaires sont
colorés en bleu, les cellules souches en vert et les
cholangiocytes en rouge. La barre d’échelle représente
50 pum.

3. Utilisation des organoides de lapin

3.1. Infections virales d’organoides de lapin

La maladie hémorragique virale du lapin (RHD) causée
par le lagovirus hépatotropique RHDV entraine une
forte létalité et représente une menace majeure pour les
élevages et la faune sauvage. Bien que la vaccination
permette de protéger efficacement les lapins contre la

RHD, des recherches sont nécessaires pour
comprendre le mode d’action cellulaire et moléculaire
du RHDV afin de développer des stratégies de
prévention ou thérapeutiques dans le contexte de
I’émergence  possible de nouvelles  souches.
Cependant, la létalité tres rapide du RHDV ne permet
pas 1’étude approfondie de sa pathogénicité in vivo et
ce type d’expérimentation est restreint pour des
considérations éthiques. Les nombreux essais
d’infections de divers modéles de cultures cellulaires
in vitro n’ont jusqu’a récemment pas été concluants
(quelques résultats trés limités avec le RHDV1 sur
hépatocytes primaires de lapins, et avec un clone
infectieux modifié¢ de RHDV1 sur cellules RK13 non
confirmés jusqu’ici) (Konig et al. 1998; Zhu et al.
2017).

En 2023, un groupe de chercheurs australiens est
parvenu pour la premiére fois & démontrer in vitro la
réplication de trois souches de RHDV de différents
génotypes ou variants (RHDV1, RHDVa-K5 et
RHDV2) dans des monocouches de cellules dérivées
d’organoides hépatiques de lapins (Kardia et al. 2023)
(Figure 9). Le format de culture en monocouche a été
choisi car il permet de mieux standardiser les
conditions d’infection par rapport au organoides
cultivés en 3D. Le RHDV2 est le seul lagovirus testé
ayant pu se répliquer a la fois dans des organoides
hépatiques de lapin et de lievre, ce qui correspond au
tropisme d’espéce décrit in vivo (Le Gall-Reculé et al.
2017). De plus, les organoides hépatiques de chat ou de
souris n’ont pas pu étre infectés par les différentes
souches de RHDV, tout comme observé récemment
dans des organoides hépatiques de renard avec le
RHDV?2 (Smith et al. 2025), ce qui est cohérent avec la
spécificité de ces virus pour les Iéporidés. Des études
ont stipulé que le RHDV2 pouvait infecter des
mammifeéres autres que les léporidés suite a la mise en
évidence d’ARN dans leur foie, mais aucune
réplication virale active n’a été définitivement
démontrée (Kardia et al. 2023). Les résultats obtenus
par Kardia et al. (2023) soulignent donc I’intérét du
modele des organoides pour étudier les especes ciblées
par un pathogene. Bien que le modéle des organoides
hépatiques de lapin soit prometteur, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour identifier les
types cellulaires infectés par le RHDV (cellules
progénitrices, cholangiocytes ou hépatocytes) ainsi que
les mécanismes impliqués et évaluer des approches
préventives ou thérapeutiques.



Figure 9 : Observations de monocouche de cellules
issues d’organoides hépatiques de lapin infecté par
le RHDV2 (Kardia et al. 2023). Les noyaux
cellulaires sont colorés en bleu, les cholangiocytes en
rouge et la protéine de capside du RHDV?2 en vert. La
barre d’échelle représente 100 um.

Dans une étude préliminaire non publiée, nous avons
essayé d’infecter des organoides de duodénum et de
caecum de lapin, différenciés ou non, avec des souches
de RHDV1 et RHDV2. En accord avec le tropisme
hépatique du RHDV, nous n’avons pas observé de
réplication virale dans les organoides intestinaux de
lapin. Cette observation souligne I’importance de
disposer des organoides spécifiques de ’organe ciblé
par le pathogéne d’intérét.

Pour expliquer I’origine des lagovirus pathogénes dans
les années 80 et I’émergence du RHDV2 en 2010 (Le
Gall-Reculé et al. 2013), une hypothese controversée
suggére que les formes pathogénes auraient
génétiqguement évoluées a partir de lagovirus bénins
infectant I’intestin des lapins (Esteves et al. 2015). Il a
été récemment proposé que 1’étude de ces lagovirus
entérotropiques pourrait apporter des éléments de
compréhension de la pathogénicité du RHDV. Les
travaux de Kardia et al. (2021) ont donc eu pour
objectif d’infecter des monocouches de cellules
d’organoides intestinaux de lapin avec le Rabbit
calicivirus Australia-1 (RCV-Al), un lagovirus
entérotropique non pathogene (Strive et al. 2009). Bien
que les monocouches de cellules d’organoides
intestinaux de lapin reproduisent de nombreux aspects
du tissu intestinal in vivo, le virus n’a pas pu s’y
développer, peut étre en raison de 1’absence des
cellules hétes du virus qui pourraient étre les cellules
Tuft. L’amélioration de la différenciation cellulaire et
I’augmentation de la diversité cellulaire dans ce
modele intestinal pourraient étre nécessaires pour
parvenir a une infection par ce type de virus.

3.2. Interactions avec le microbiote intestinal
Les organoides intestinaux de lapin peuvent également

étre utilisés pour étudier I’interaction entre le
microbiote et I’épithélium intestinal. Par exemple, il est

bien établi que la transition alimentaire du sevrage
entraine une forte modification de la composition et de
I’activité métabolique du microbiote intestinal chez
lapin (Beaumont et al. 2022; Paés et al. 2022). Ces
changements coincident avec la maturation de la
barriére intestinale mais le réle du microbiote dans ce
processus reste peu connu. Dans ce contexte, une
expérimentation a consisté a exposer des organoides de
caecum de lapin a du surnageant stérile de contenu
caecal de lapereaux allaités ou ayant démarré
I’ingestion d’aliments solides (Beaumont et al. 2020).
Le surnageant stérile de contenu caecal contient
I’ensemble des composés solubles et notamment les
métabolites produits par le microbiote. Les résultats de
cette expérience ont montré que le surnageant du
contenu caecal de lapereaux ingérant des aliments
solides modifiait I’expression de certains génes dans
les organoides de maniére similaire & ce qui est observé
in vivo dans 1’épithélium lors de la transition
alimentaire du sevrage. Ce résultat suggere donc que
les métabolites produits par le microbiote pourraient
contribuer a la maturation postnatale de 1’épithélium
intestinal chez le lapin. Des travaux sont actuellement
en cours avec le modéle des monocouches de cellules
d’organoides de lapin pour identifier les métabolites
bactériens capables de renforcer la fonction de barriére.
Ces métabolites pourraient étre de nouveaux outils
nutritionnels pour préserver la santé digestive des
lapereaux. Cet exemple illustre ’intérét des organoides
pour cribler des composés agissant sur la fonction de
barriére de 1’intestin.

Conclusion et perspectives

Le développement des organoides intestinaux et
hépatiques chez le lapin permet aujourd’hui de
disposer de modéles cellulaires pour mener des
recherches sur 1’appareil digestif in vitro, ce qui était
autrefois limit¢é en raison du manque d’outils
disponibles chez cette espéce. Les organoides
présentent ’avantage d’étre dérivés des cellules
souches de I’espéce et du tissu d’intérét, de s’auto-
renouveler spontanément sans anomalies génomiques,
de s’auto-organiser en 3D pour reproduire en partie la
structure de ’organe, d’étre composés de multiples
types cellulaires et de reproduire certaines des
fonctions de I’organe d’intérét (Beaumont et al.
2021b). L’ensemble de ces caractéristiques permet de
mener des expérimentations in vitro contribuant a
réduire le recours a I’expérimentation animale.

De nombreuses perspectives d’utilisation des modéles
d’organoides de I’appareil digestif chez le lapin
peuvent étre envisagées. Les travaux menés chez
d’autres espéces indiquent que les organoides
intestinaux de lapin pourraient étre particuliérement
adaptés pour étudier la pathogénicité des parasites
digestifs tels que les coccidies (Feix et al. 2023). Il
pourrait aussi étre intéressant d’utiliser les organoides
intestinaux de lapin pour tenter d’identifier 1’agent



infectieux responsable de I’EEL (Licois et al. 2005),
par exemple en exposant des organoides a des contenus
digestifs d’animaux atteints de cette maladie dont
I’étiologie reste a comprendre. Les organoides digestifs
de lapin pourraient aussi étre utiles pour comprendre
les facteurs génétiques impliqués dans la résistance a
des maladies. Pour cela, des organoides pourraient étre
générés a partir de lapins sensibles ou résistants a un
pathogéne afin d’étudier in vitro les mécanismes
biologiques sous-jacents a la résistance. Au-dela de
I’étude  des interactions hdte-pathogénes, les
organoides intestinaux de lapin sont également des
outils adaptés pour réaliser un criblage des effets de
composés nutritionnels tels que des probiotiques
(Bozzetti and Senger 2022) ou des additifs comme des
polyphénols ou acides aminés (Beaumont et al. 2021c).

Figure 10 : Observation d’organoides de glande
mammaire de lapin (Kim et al. 2024). La barre
d’échelle représente 500 pm.

Le développement d'organoides de lapin a partir de
tissus autres que ceux du systeme digestif ouvre de
nouvelles perspectives. Par exemple, une méthode
pour cultiver des organoides de glande mammaire de
lapin a été décrite pour la premiere fois en 2024 (Kim
et al. 2024). Ces organoides reproduisent in vitro des
structures fonctionnelles de la glande mammaire de
lapin, telles que les alvéoles et les lobules (Figure 10).
Ces organoides pourraient étre utiles pour étudier in
vitro le développement des glandes mammaires chez le
lapin. Il pourrait également étre utile de développer des
méthodes pour cultiver des organoides pulmonaires de
lapin, comme cela a été fait pour de nombreuses autres
especes (Archer et al. 2021). Ces organoides pourraient
permettre d’étudier in vitro les pathogéenes respiratoires
du lapin tels que Pasteurella multocida qui provoque
des rhinites et des pneumonies parfois séveres qui sont
responsables de pertes économiques significatives
(Wang et al. 2024). Par ailleurs, comme cela a été
envisagé pour les maladies respiratoires bovines
(Gandhi et al. 2023), il serait intéressant de combiner
plusieurs agents pathogénes, tels que P.multocida,
Bordetella bronchiseptica ou encore le virus
myxomateux, pour étudier leurs effets combinés sur
des modeles d’organoides pulmonaires de lapin. Cette
approche permettrait de mieux comprendre les
interactions complexes entre ces différents pathogenes
et leurs impacts sur les voies respiratoires chez le lapin.

De maniére globale, les organoides développés chez le
lapin et chez les autres especes présentent encore des

limites importantes. En effet, la diversité cellulaire
observée in vivo n’est pas reproduite en totalité,
notamment en ce qui concerne les systéemes
immunitaires, nerveux et vasculaires. Par ailleurs, les
propriétés physicochimiques des tissus in vivo ne sont
mimées que partiellement dans les organoides. Par
exemple, les forces mécaniques exercées sur les
cellules dans I’intestin par le transit alimentaire ne sont
pas répliquées in vitro alors qu’elles sont connues pour
jouer un ro6le important dans la différenciation
cellulaire. Une reconstitution plus fidéle des matrices
extracellulaires sera aussi cruciale pour améliorer la
pertinence physiologique des organoides tout en
réduisant le recours aux produits animaux. Le
microbiote joue un rble majeur dans la physiologie de
nombreux organes mais les techniques actuelles sont
limitées pour co-cultiver des cellules eucaryotes avec
une communauté complexe de microorganismes. Les
progrés récents dans les technologies de
microfabrication et de microfluidique permettent le
développement actuel de modeles appelés organes sur
puce (Steinway et al. 2020; Cameron et al. 2024). Ces
dispositifs composés de compartiments sont
particulierement adaptés pour la co-culture de cellules
dérivées d’organoides avec des cellules immunitaires
ou des microorganismes, dans un environnement
mimant les propriétés physicochimiques de 1’organe
d’intérét. Ces modéeles avancés in vitro ont
principalement été développés pour les organes murins
ou humains et restent a mettre au point pour les autres
espéces, y compris le lapin.

Une autre possibilité pour augmenter la diversité
cellulaire des organoides consiste a utiliser des cellules
souches embryonnaires ou des cellules souches
pluripotentes induites par modification génétique
(iPSC) plutét que des cellules souches dérivés de tissus
comme décrit ci-dessus (Pain 2021). Par exemple, les
organoides intestinaux dérivés d’iPSC humaines sont
composés de cellules épithéliales comme les
organoides dérivés de cellules souches de cryptes mais
contiennent également des cellules du mésenchyme et
des cellules endothéliales (Holloway et al. 2020). Ce
type d’organoides n’a pas encore été développé chez le
lapin, mais I’obtention récente d’iPSC chez le lapin
ouvrent d’importantes  perspectives pour le
développement d’organoides plus complexes (Perold
et al. 2024).
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