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Résumé. Les virus sexuellement transmissibles, présents dans les sécrétions
génitales, infectent les muqueuses génitales et colorectales du partenaire exposé
via une large gamme de mécanismes, dictés par l’organisation de ces muqueuses
et le virus lui-même. La compréhension des modes d’entrée dans l’organisme
des virus transmis par voie sexuelle est nécessaire à l’élaboration de traitements
permettant de bloquer ces infections. À ce titre, la modélisation in vitro de la trans-
mission est indispensable. L’objectif de cette revue est de présenter les modèles
et les méthodologies disponibles pour l’étude in vitro des interactions entre les
muqueuses et les virus et pour l’évaluation préclinique de molécules antivirales,
en explicitant leurs apports et leurs limites par rapport aux questions posées.

Mots clés : muqueuses génitales, virus sexuellement transmissibles, modèles in
vitro

Abstract. Sexually transmitted viruses infect the genital and colorectal mucosa
of the partner exposed to contaminated genital secretions through a wide range
of mechanisms, dictated in part by the organization of the mucosa. Because
understanding the modes of entry into the organism of viruses transmitted through
sexual intercourse is a necessary prerequisite to the design of treatments to block
those infections, in vitro modeling of the transmission is essential. The aim of this
review is to present the models and methodologies available for in vitro study of

een v
ds,
ing

tal m

I

L
d
l
e
a
e
p

s
c
a

Tdo
i:1

0.
16

84
/v

ir.
20

18
.0

72
0

interactions betw
antiviral compoun
to the question be

Key words: geni

ntroduction

’objectif de cette revue est de présenter les méthodologies
isponibles pour l’étude in vitro des modes d’entrée dans
’organisme humain de virus sexuellement transmissibles,
n explicitant leurs apports et leurs limites par rapport
ux questions posées. Le recours aux approches in vitro

st indispensable à l’étude de la transmission sexuelle de
athogènes pour plusieurs raisons :

– ces approches permettent de se rapprocher de la phy-
iologie et de la spécificité humaine, via l’utilisation de
ellules primaires et de tissus humains. En effet, les modèles
nimaux, en particulier rongeurs, ne peuvent pas être direc-
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ucosa, sexually transmitted viruses, in vitro models

tement extrapolés à l’homme et nécessitent des validations
croisées ;
– l’analyse in vitro permet de disséquer de façon
séquentielle les évènements conduisant à l’infection des
muqueuses, des mécanismes de franchissement de la
barrière épithéliale à l’infection des cellules cibles en pas-
sant par la reconnaissance des pathogènes par l’hôte et
l’induction de la réponse immune locale ;
– la modélisation de la transmission au niveau muqueux est

un outil indispensable à l’élaboration et au test de molécules
visant à prévenir cette transmission ;
– l’utilisation de cellules et de tissus d’origine humaine
s’inscrit dans une démarche éthique en réponse aux
préoccupations sociétales sur l’expérimentation animale.
Toutefois, pour une utilisation optimale de ces modèles, il
importe de bien déterminer leurs avantages et leurs limites.
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près une brève description des muqueuses susceptibles
’être exposées aux virus présents dans les sécrétions
énitales et des différents mécanismes d’infection, nous
résenterons un panorama des modèles d’étude in vitro dis-
onibles, avant d’aborder plus en détail les études réalisées
ce jour et la pertinence de chaque modèle en fonction de

a séquence d’évènement étudiée.

uqueuses exposées aux virus
résents dans les sécrétions génitales

’une manière générale, les mécanismes de transmission
irale sont dictés par l’organisation et la composition
ellulaire de la muqueuse. Les muqueuses susceptibles
’être exposées à un virus sexuellement transmissible
omportent des épithélia mono- ou pluristratifiés, plus
u moins kératinisés, qui reposent sur une lamina pro-
ria composée de fibroblastes, de cellules immunitaires,
rincipalement lymphocytes T, macrophages, cellules den-
ritiques, de vaisseaux sanguins bordés par l’endothélium
t une couche plus profonde de cellules musculaires.
es cellules épithéliales muqueuses constituent une pre-
ière barrière physique à l’environnement extérieur, plus

u moins efficace selon l’épaisseur de l’épithélium et
’organisation jonctionnelle entre les cellules. Elles repré-
entent également une barrière chimique avec la sécrétion
e cytokines/chimiokines et de molécules à activité anti-
icrobienne (e.g. alpha- et bêta-défensines, lactoferrine,

ysozyme), et jouent ainsi un rôle critique dans la défense
e l’organisme face aux pathogènes [1]. Ces cellules ont
e double rôle de répondre directement aux pathogènes et
e signaler l’agression en cours aux cellules du système
mmunitaire inné et acquis. Pour cela, les cellules épithé-
iales muqueuses expriment, selon leur origine tissulaire,
n répertoire de récepteurs de reconnaissance de motifs
oléculaires (PRR) qui permet la reconnaissance de diffé-

ents stimuli antigéniques auxquels elles seront exposées.
’une manière générale, la reconnaissance d’un antigène
iral ou bactérien par les PRR conduit à la sécrétion d’un
anel de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8, TNF�,
DF-1. . .), de �-chimiokines (MIP-1� et -1�. . .), mais éga-

ement d’interféron � qui joue un rôle majeur dans la mise
n place de l’immunité antivirale [1].
uqueuses génitales féminines

e vagin et le col de l’utérus représentent les principales
ortes d’entrée dans l’organisme de la femme pour un virus
ransmis par le sperme. L’endomètre et les trompes de Fal-
ope représentent d’autres sites d’entrée potentiels, mais
eur exposition aux pathogènes présents dans le sperme

10
n’est pas clairement établie. Les muqueuses du vagin et de
la partie basse du col de l’utérus, l’exocol, sont recouvertes
d’un épithélium pavimenteux pluristratifié dont l’épaisseur
– 15 à 30 couches de cellules – varie pour le vagin au
cours du cycle menstruel. On trouve, enchâssés dans ces
épithélia, des lymphocytes T mémoires, préférentiellement
CD8+, et des cellules de Langerhans connues pour jouer un
rôle important dans la transmission virale, notamment du
virus de l’immunodéficience humaine (VIH), à travers la
muqueuse génitale [2]. Des lymphocytes T mémoires rési-
dents mais également recirculants (CD4+, CCR7+, CD69-)
qui trafiquent entre les tissus périphériques et le tissu lym-
phoïde, et des macrophages de phénotype monocytaire sont
également présents dans la lamina propria de ces épithélia,
tandis que les lymphocytes B et les cellules NK sont plus
rares à ce niveau [3-5]. On note également la présence dans
la lamina propria de cellules dendritiques majoritairement
myéloïdes, avec un phénotype muqueux CD11b+, CD14+
qui les différencie des cellules dendritiques conventionnel-
les [6-8]. Ces cellules dendritiques expriment également
une lectine de type C particulière, DC-SIGN, qui joue
un rôle fondamental dans la capture et la transmission
de plusieurs agents infectieux notamment du VIH et du
cytomégalovirus (CMV) [3]. D’une manière générale, les
muqueuses du vagin et de l’exocol présentent une concen-
tration en cellules immunes nettement plus faible que les
muqueuses de l’endocol et de l’utérus.
Les muqueuses de l’utérus et de la partie haute du col de
l’utérus, l’endocol, sont recouvertes d’un épithélium pris-
matique monostratifié sous lequel on observe de nombreux
agrégats lymphoïdes composés de lymphocytes B entourés
par des lymphocytes T CD8+ et un halo de macrophages.
On note également, entre ces agrégats, la présence éparse
de lymphocytes T CD4+ préférentiellement Th17, de cel-
lules dendritiques et de nombreuses cellules NK [1, 7, 9].
Contrairement aux autres niveaux du tractus génital fémi-
nin, les cellules dendritiques de la muqueuse utérine sont
CD103+. La fonction particulière de ces cellules dendri-
tiques CD103+ reste à définir, mais une étude en modèle
murin indique qu’elles pourraient jouer un rôle critique dans
l’induction spécifique de la prolifération des lymphocytes T
régulateurs nécessaires au maintien de la tolérance immu-
nitaire à ce niveau [7, 10] et pourraient ainsi expliquer
l’absence relative de LT TH17 dans la muqueuse utérine
par rapport aux autres organes du tractus génital féminin
[9]. Les cellules épithéliales endométriales expriment un

très large panel de PRR (TLR1-9, NOD1 et NOD2) indi-
quant un large potentiel de réponse aux pathogènes [1]. Les
TLR1-3 et 6 sont exprimés au niveau de l’épithélium de
l’endocol [1].
Entre l’exocol et l’endocol, on distingue la zone de tran-
sition qui, histologiquement, se traduit par un changement
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brupt de la surface épithéliale qui passe d’un épithélium
luristratifié à un épithélium monostratifié. La muqueuse de
a zone de transition est celle du tractus génital féminin qui
ontient le plus de cellules immunitaires. De ce fait, cette
one est considérée comme la plus sensible à l’infection par
e VIH et les papillomavirus (HPV) [11].
es cellules épithéliales de l’endocol et de l’endomètre
écrètent un épais mucus qui recouvre également la
uqueuse vaginale. Au-delà de sa fonction primaire pour la

écondation, ce mucus participe à la prévention de l’entrée
es pathogènes en les emprisonnant.

uqueuses génitales masculines

hez l’homme, les tissus du tractus génital exposés aux
nfections sexuellement transmissibles sont le prépuce, qui
ouvre le gland du pénis, et l’urètre. Le prépuce est recou-
ert d’un épithélium pluristratifié kératinisé dont le degré
e kératinisation est moins important sur sa face interne
n contact avec le gland [12]. On retrouve, enchâssés
ans cet épithélium pluristratifié, des cellules de Lange-
hans et de nombreux lymphocytes T CD8+ mémoires. Les
ellules immunitaires dans la lamina propria sont majori-
airement des macrophages et lymphocytes T mémoires,
ssentiellement CD8+ [13]. L’urètre du pénis est décrit
omme une voie d’entrée majeure pour la plupart des infec-
ions sexuellement transmissibles chez l’homme [14, 15].
ette muqueuse, recouverte d’un épithélium pseudostrati-
é cylindrique non kératinisé, évolue vers un épithélium
luristratifié non kératinisé puis kératinisé au niveau de
’ouverture distale de l’urètre. La muqueuse épithéliale de
’urètre est l’une des rares muqueuses génitales à exprimer
e TLR9. Ce récepteur permet la reconnaissance d’acides
ucléiques viraux et joue un rôle important dans la défense
mmunitaire antivirale [13]. On retrouve des cellules immu-
itaires aux différents niveaux de l’urètre : macrophages,
ymphocytes T CD8+ mémoires et cellules de Langerhans
nchâssés dans l’épithélium pluristratifié ; cellules NK,
ymphocytes T CD4+ et CD8+ mémoires ainsi qu’une petite
opulation de lymphocytes T naïfs dans la lamina propria
e l’épithélium pseudostratifié [1]. La majorité des lym-
hocytes T dans la lamina propria ou infiltrant l’épithélium
e l’urètre ont un phénotype mémoire et ils expriment
D103, l’intégrine �E�7, une molécule d’adhésion qui per-
et l’adhésion des lymphocytes sur les cellules épithéliales

14]. Les cellules dendritiques ne sont pas retrouvées dans
a muqueuse de l’urètre.
uqueuses anales et colorectales

a muqueuse anale est formée d’un épithélium pluristratifié
ératinisé histologiquement proche des muqueuses vagi-
ales et de l’ectocol. La muqueuse colorectale, située juste
n amont de la muqueuse anale, est formée d’un épithélium

irologie, Vol 22, n◦ 1, janvier-février 2018
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cylindrique monostratifié. Les cellules épithéliales du côlon
expriment un large panel de récepteurs de reconnaissance de
motifs pathogènes, les TLR1-9 [16]. À la surface basolaté-
rale de cet épithélium, de nombreuses cellules immunitaires
sont présentes : lymphocytes T, lymphocytes B, cellules
NK, cellules dendritiques, cellules de Langerhans et de
nombreux macrophages CD14+, CD68+, CD163+ et DC-
SIGN+ de phénotype M2 (anti-inflammatoire), ce qui fait
de cette muqueuse un site privilégié pour l’entrée de virus
ciblant les cellules immunitaires tels que le VIH [17, 18].
Entre les muqueuses anales et du côlon, la zone de transition
ou jonction anorectale présente un épithélium pluristratifié
non kératinisé.

Modes d’infection des muqueuses exposées
aux sécrétions génitales (figure 1)

Certains virus sexuellement transmissibles, tels que les
virus de la famille Herpes simplex (HSV) ou les HPV,
sont capables d’infecter de façon productive les cel-
lules épithéliales recouvrant les muqueuses. Les virus qui
n’infectent pas de façon productive les cellules épithé-
liales (e.g. VIH ou les virus T-lymphotrophiques humains
HTLV-1 et -2) vont nécessiter pour propager l’infection
à leurs cellules cibles sous-épithéliales soit une perte de
l’intégrité de la barrière épithéliale, soit la mise en place
d’un mécanisme d’infection qui permettra d’outrepasser
cette barrière. Ainsi, le virus pourra atteindre les cellules
cibles sous-épithéliales par :
– simple diffusion au travers de brèches résultant de micro-
abrasions de la barrière épithéliale lors d’actes sexuels ou
de la présence d’une inflammation liée à une infection préa-
lable de la muqueuse ;
– capture des particules virales par les extensions de cel-
lules dendritiques sub-muqueuses, ces dernières participant
ensuite à la dissémination du virus en sous-muqueux mais
aussi au niveau systémique ;
– passage actif de cellules infectées entre les cellules épi-
théliales par transmigration, sans altération de l’intégrité de
la barrière épithéliale ;
– transcytose à travers la barrière épithéliale de particules
virales libres ou provenant de cellules infectées, ce qui cor-
respond au transport polarisé et vésiculaire de particules
virales à l’intérieur des cellules épithéliales du pôle apical
vers le pôle basal sans infection productive de la cellule
traversée [19, 20].

D’une manière générale, malgré l’expression de jonctions
serrées entre les cellules épithéliales, les épithélia mono-
stratifiés, moins épais, sont plus fragiles que les épithélia
pluristratifiés et plus susceptibles à la formation de brèches.
À l’inverse, des jonctions plus lâches sont observées dans
les épithélia pluristratifiés, ce qui favorise l’infiltration
de ces épithélia par les cellules immunitaires, cibles

11
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igure 1. Représentation schématique des mécanismes d’entrée

otentielles de virus tels que le VIH, et contribue à la
ropagation de l’infection virale.
’imprégnation hormonale des muqueuses, leur micro-
iote ainsi que leur exposition aux fluides génitaux lors
e rapport sexuel sont des facteurs qui vont pouvoir
nfluencer l’infection des muqueuses [21]. Par exemple,
’exposition des muqueuses du tractus génital féminin au
iquide séminal stimule la production de cytokines pro-
nflammatoires par les cellules épithéliales in vitro et in
ivo, et en conséquence favorise l’activation et le recrute-
ent de cellules immunitaires telles que les lymphocytes,

ibles pour des pathogènes tels que le VIH [22, 23]. In

itro, l’exposition des muqueuses aux fluides génitaux
eut moduler l’expression des molécules d’adhésion expri-
ées par les cellules épithéliales, telles que les molécules

e jonctions serrées ZO-1 et les claudines [24, 25]. Par
illeurs, l’opsonisation des virions par les protéines du
omplément présentes dans les fluides génitaux (sperme
t sécrétions vaginales) pourrait moduler l’infectiosité des

12
irus sexuellement transmissibles à travers les muqueuses.

cellules mucosales (cellules dendritiques, lymphocytes
CD4+ et cellules épithéliales) avec un effet différentiel
selon le type cellulaire [26-28]. Il a été décrit dans le sperme
plusieurs peptides cationiques (e.g. un dérivé de la phospha-
tase alcaline prostatique dénommé semen-derived enhancer
of virus infection [SEVI]), ainsi que plusieurs fragments de
la séménogéline) capables d’augmenter l’infectiosité des
virus VIH et CMV in vitro en favorisant l’attachement de
ces virus aux cellules par le jeu d’interactions électrosta-
tiques [29, 30]. Cet effet, qui n’a à ce jour pas été démontré
in vivo, est cependant contrecarré, dans le cas du VIH,
par la présence dans le sperme des hommes infectés de

la chimiokine CCL5, qui inhibe l’entrée du virus dans les
lymphocytes T CD4+ [31]. De plus, d’autres molécules du
sperme, la clusterine et la mucine 6, inhibent la fixation
du VIH médiée par DC-SIGN aux cellules dendritiques
[32, 33]. Ainsi, les sécrétions génitales, via leurs effets sur
les pathogènes, les cellules épithéliales et les cellules immu-
nitaires des muqueuses, peuvent influer sur l’infection.

Virologie, Vol 22, n◦ 1, janvier-février 2018
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igure 2. Représentation schématique des différents systèmes de

anorama des différents types
e modèles d’étude in vitro

ous présentons ci-dessous une description générale des
ifférents modèles qui ont été développés pour l’étude des
écanismes d’infection des muqueuses par les virus sexuel-

ement transmissibles in vitro (figure 2).

ultures de cellules épithéliales immortalisées

es lignées cellulaires utilisées pour l’étude de l’infection
es muqueuses sont soit des cellules épithéliales isolées
’un adénocarcinome (e.g. cellules cervicales HeLa), soit
es cellules immortalisées par transduction avec un vec-
eur rétroviral, telles que les lignées endométriales HEC-1,
ndocervicales End1/E6E7, colorectales Caco2 ou encore
’épithélium buccal TR 146. L’avantage des lignées est
u’elles sont bien caractérisées et standardisées et, contrai-
ement à tous les modèles primaires, représentent un maté-
iel biologique facilement accessible. De plus, l’extinction
e l’expression de gènes cellulaires par siRNA ou au
ontraire la surexpression génique peuvent être plus facile-
ent expérimentées dans ces modèles de lignées cellulaires,

e qui permet d’appréhender aisément les mécanismes
oléculaires de l’infection et/ou de la réponse antivirale.
titre d’exemple, l’activité antivirale des peptides catio-

iques antimicrobiens Trappin-2 et Elafin a pu être mise en
vidence par extinction ou surexpression de ces gènes cel-
ulaires dans un modèle de lignée de cellules endométriales
EC-1 ou endocervicale End1/E6E7 infectées par le HSV-2
34]. Toutefois, aujourd’hui, la manipulation génique dans
es systèmes de culture primaire est nettement facilitée par
a nouvelle technologie d’édition de gènes CRIsP/Cas9.
a culture de certaines lignées épithéliales permet égale-
ent d’aboutir à la formation d’une monocouche de cellules

pithéliales pleinement différenciées et polarisées, avec
n pôle basal et un pôle apical, et l’expression de jonc-

irologie, Vol 22, n◦ 1, janvier-février 2018
ures in vitro des muqueuses mono- et pluristratifiées.

tions serrées entre les cellules épithéliales, caractéristiques
des monocouches épithéliales bordant les muqueuses. Pour
cela, les cellules sont généralement cultivées huit à dix
jours à confluence sur des inserts semi-perméables recou-
verts ou non d’un support protéique type matrigel. Lorsque
les cellules sont confluentes, elles vont commencer à se
différencier et se polariser. La polarisation de la culture
de cellules épithéliales se vérifie par mesure de la résis-
tance transépithéliale avec un ohmmètre, visualisation de
l’expression de jonctions serrées ou encore en testant le
passage extracellulaire de molécules à haut poids molé-
culaire (e.g. dextran). La polarisation relativement aisée
de certaines lignées épithéliales en fait un moyen facile
pour appréhender les mécanismes de passage de particules
virales ou cellules infectées à travers la barrière épithéliale
(cf. section « Choix des modèles par rapport aux questions
posées »).

Cultures primaires de cellules épithéliales

L’utilisation de cellules primaires, isolées à partir de tis-
sus frais, permet de s’affranchir des artéfacts potentiels
liés à l’utilisation de cultures immortalisées, lesquelles
présentent des caractéristiques modifiées par rapport aux
cellules primaires pouvant influer sur l’infection virale.
D’une manière générale, l’isolement des cellules épithé-
liales se fait par digestion enzymatique du tissu, le plus
souvent avec de la pancréatine, de la hyaluronidase et/ou de
la collagénase, associée ou non à une digestion mécanique
[35]. Certaines cellules épithéliales isolées peuvent être

cultivées en monocouche polarisée de la même façon que les
lignées. Une fois la monocouche formée, les cellules restent
viables en culture environ deux semaines. Toutefois, cette
polarisation peut être plus difficile à obtenir [36]. En effet,
la purification des cellules primaires peut compromettre
la fonction de la barrière épithéliale et empêcher la refor-
mation de jonctions serrées nécessaires à la polarisation.

13
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o-cultures cellules épithéliales/cellules des
écrétions génitales ou de la lamina propria

es systèmes de co-culture consistent à cultiver simultané-
ent différents types cellulaires primaires ou de lignées

ssues d’un même tissu susceptibles d’interagir dans la
ransmission du virus. Classiquement, dans un système
e culture à deux chambres, on ajoute à une culture
onfluente de cellules épithéliales primaires ou d’une lignée
pithéliale (polarisée ou non) sur insert, un autre type
ellulaire. Ainsi, des systèmes de co-culture cellules épithé-
iales/lymphocytes ou monocytes/macrophages (primaire
u lignée) ajoutés dans l’insert, c’est-à-dire sur le pôle
pical des cellules épithéliales, ont été développés pour
imer les contacts entre les cellules épithéliales et les

ellules présentes dans les sécrétions du donneur [24]. Il
xiste également des systèmes où les deux types cellulaires
o-cultivés sont adhérents. C’est notamment le cas des co-
ultures de cellules épithéliales et de cellules dendritiques
37]. Dans ce dernier cas, après polarisation des cellules
pithéliales sur insert, la chambre de culture est retournée
t les cellules dendritiques déposées sur la face opposée de
’insert. Après quelques heures, lorsque les cellules dendri-
iques ont adhéré à l’insert, le système est remis en place,
a face basale des cellules épithéliales reposant sur l’insert
t les cellules dendritiques adhérant sous l’insert et donc
ous la face basale des cellules épithéliales. Les systèmes
e co-culture permettent d’analyser les interactions entre
a barrière épithéliale et les différents types cellulaires pré-
ents dans les sécrétions génitales ou en sous-muqueux lors
’une transmission virale. Toutefois, il faut noter que les
ystèmes utilisés à ce jour restent assez peu physiologiques :
es cellules épithéliales mises en culture sont souvent issues
e lignées immortalisées ou bien les cellules représentant
es cellules des sécrétions génitales ou de la lamina propria
roviennent de leucocytes immortalisés ou isolés du sang.

econstructions 3D de muqueuses pluristratifiées

epuis quelques années, un nouveau type de modèle voit
e jour, les reconstructions 3D de muqueuses génitales. Ces

odèles permettent de reconstituer in vitro les épithélia
luristratifiés caractéristiques des muqueuses vaginales, de
’exocol, du prépuce ou de l’urètre, ce qui jusqu’ici était
mpossible avec les cultures simples de lignées ou pri-

aires, lesquelles ne permettent pas la pluristratification
es cellules. D’une manière générale, il s’agit de cultiver les

ellules épithéliales primaires ou immortalisées quelques
ours sur une matrice de collagène et de cellules nourri-
ières de type fibroblaste. Ce support a pour but de mimer
a lamina propria muqueuse. L’ensemble matrice/cellules
pithéliales est ensuite placé à l’interface air-liquide ou bien
ubmergé dans le milieu de culture. Les cellules épithé-
iales se stratifient et se différencient alors en un épithélium
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mimant celui du tissu d’origine [38]. Il existe des modèles
améliorés intégrant des cellules immunes classiquement
retrouvées enchâssées entre les cellules épithéliales. Dans
ces modèles, les cellules immunitaires de type cellules
dendritiques, cellules de Langerhans ou macrophages sont
ajoutées au moment de la co-culture matrice/cellules épi-
théliales [12, 15, 39, 40]. La mise en place de ces modèles
est relativement longue puisqu’il faut compter cinq à huit
semaines pour obtenir une reconstruction complète avec
un épithélium pluristratifié et polarisé. À l’avantage des
cultures organotypiques, ces systèmes de reconstruction
3D constituent des modèles de barrières épithéliales homo-
gènes où l’architecture tissulaire peut être maintenue intacte
un temps suffisant à l’étude de leur infection. Toutefois,
ils n’ont pas la valeur physiologique des cultures orga-
notypiques, puisqu’ils sont constitués d’un mélange de
populations cellulaires primaires et immortalisées, souvent
issues de différents tissus ou dérivés du sang.

Cultures organotypiques

Les cultures organotypiques constituent a priori le modèle
le plus intégratif et physiologique dont les chercheurs dis-
posent aujourd’hui pour l’étude in vitro des mécanismes
de transmission des virus sexuellement transmissibles.
Il existe des modèles de cultures organotypiques des
différents organes des tractus génitaux masculins et fémi-
nins, tels que la culture d’explants de prépuce, d’exocol,
d’endocol, de vagin ou bien encore de tissu colorectal.
Il s’agit de mettre en culture des fragments de tissu sain
comprenant l’épithélium et la sous-muqueuse, obtenus
après chirurgie et coupés en petits blocs de quelques milli-
mètres cubes pour éviter l’anoxie au centre du tissu. La
culture du tissu se fait le plus souvent à l’interface air-
liquide ou quelquefois de façon submergée dans le milieu
de culture. Dans le premier cas, les fragments de tissu sont
disposés sur des membranes poreuses de polycarbonate ou
de collagène dans des systèmes à deux chambres ou encore
sur des éponges de gélatine (gelfoam). Dans ces systèmes,
il est possible de polariser la transmission virale, c’est-à-
dire restreindre l’application de virus à la face apicale de
l’épithélium afin de mimer au mieux les mécanismes de
la dissémination virale. Pour cela, le tissu est orienté, lors
de sa mise en culture, face épithéliale vers le haut et face
sous-muqueuse en contact avec la membrane ou le gelfoam.

Deux stratégies majeures sont utilisées :
– la première consistant à entourer l’explant d’agarose afin
de ne laisser accessible que la face épithéliale aux différents
composés [41-44] ;
– la seconde étant de fixer un cylindre avec de la colle
chirurgicale sur la face épithéliale du tissu, permettant là
encore une application des substances directement dans

Virologie, Vol 22, n◦ 1, janvier-février 2018
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e cylindre et donc de façon restreinte à la face apicale
4, 12, 15, 37, 45, 46].
’association de ces deux stratégies permet d’assurer au
ieux la polarisation de la culture.
’avantage majeur des cultures organotypiques est qu’elles
ermettent de conserver en culture l’architecture tissulaire
riginale. L’infection polarisée de ces fragments de tissu
ermet donc de mimer le plus physiologiquement pos-
ible les mécanismes de transmission virale au niveau des
uqueuses. Cependant, il faut noter que le maintien de

ette architecture peut être très court selon les tissus étu-
iés. Une limite importante est en effet la durée de survie
imitée de certains types cellulaires dans le tissu, qui sont

oins bien « nourris » qu’en système de culture 2D, soit
n raison d’un accès plus restreint aux nutriments, soit
arce que le milieu de culture utilisé doit représenter un
ompromis par rapport aux besoins des différents types cel-
ulaires. Le maintien de l’intégrité des barrières épithéliales
es explants est ainsi très variable selon l’origine tissulaire
t l’enrichissement du milieu de culture. D’une manière
énérale, les strates les plus superficielles des épithélia
luristratifiés sont perdues dès 24 à 48 heures de culture
42, 43]. De plus, les cellules immunes enchâssées dans ces
pithélia émigrent hors du tissu dès les premières heures
e culture. En ce qui concerne les muqueuses à épithé-
ium monostratifié, il existe une grande hétérogénéité selon
’origine du tissu : les épithélia de l’endocol sont main-
enus en culture de façon intègre quatre à six jours [42],
lors que les épithélia du côlon sont beaucoup plus fra-
iles, l’intégrité de l’épithélium en culture n’excédant pas
ix heures de culture en conditions classiques (incubateurs
onventionnels) [37, 41, 47] et 24 heures en atmosphère
nrichie en oxygène [48]. Dans tous les cas, l’intégrité
u tissu est conditionnée par une mise en culture extrê-
ement rapide après l’excision chirurgicale. La viabilité

es tissus est évaluée le plus souvent par simple ana-
yse morphologique et par un test de viabilité au bromure
e 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
MTT). Enfin, une limite importante à l’utilisation de
ous les modèles primaires est l’approvisionnement en
issu humain, qui peut être rare ou irrégulier selon les
rganes, et nécessite l’établissement d’une déclaration
e collection de matériel biologique auprès du ministère
e la Santé et l’examen de la demande par un comité
’éthique.
hoix des modèles par rapport
ux questions posées

u travers d’exemples illustrant les résultats obtenus grâce
ux différents modèles, nous chercherons, dans cette partie,
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à mettre en exergue les avantages et les limites de chacun
de ces modèles pour étudier les différentes étapes de la
transmission muqueuse de pathogènes.

Étude de la provenance
des virus dans les sécrétions génitales

La contamination des sécrétions génitales par des particules
virales et/ou des cellules infectées est à l’origine de la trans-
mission au niveau des muqueuses du partenaire sexuel. Une
question sous-étudiée est celle de la provenance des virus
dans les sécrétions génitales. Cette question est particu-
lièrement prégnante en ce qui concerne le sperme, lequel
représente un vecteur important pour de nombreux virus.
Or, s’il a longtemps été considéré que les virus systémiques
présents au niveau du sperme provenaient d’une diffusion
passive de particules virales et de cellules infectées issues de
la circulation sanguine, il est maintenant établi que ce n’est
pas la seule source. Pour preuve, des analyses phylogéné-
tiques chez des hommes infectés par le VIH-1 ont montré
que, pour environ 60 % d’entre eux, les populations virales
du sperme sont distinctes de celles du sang [49]. Un autre
élément est la persistance de virus dans le sperme en dépit
d’une virémie négative ou indétectable. C’est le cas notam-
ment du VIH-1, qui persiste dans le sperme de certains
patients sous traitement antirétroviral efficace, ainsi que des
virus Ebola et Zika, qui peuvent perdurer plusieurs mois
dans le sperme d’hommes guéris. Ces éléments indiquent
l’existence de sources locales, qu’il est crucial d’élucider
pour déterminer l’origine de ces virus dans le sperme. Pour
tester la permissivité aux virus des organes qui produisent
le sperme, les modèles ex vivo de tissus humains sont très
utiles car il est impossible d’étudier les organes du tractus
génital des hommes infectés. Nous avons ainsi démontré
l’infection ex vivo par le VIH-1 d’explants humains de tes-
ticule, de prostate et de vésicule séminale dans des modèles
de culture organotypique, et mis en évidence la nature des
cellules infectées [50-52]. Il est néanmoins important de
valider les résultats obtenus ex vivo par des approches in
vivo chez l’animal, en particulier en modèle primate non
humain, ce dernier procurant en outre l’avantage de pou-
voir étudier en parallèle l’infection des sources locales et
du sperme [53].

Étude des mécanismes d’infection
de la barrière épithéliale
La culture primaire polarisée de cellules épithéliales repré-
sente un modèle intéressant pour l’étude de l’infection
des épithélia monostratifiés. MacDonald et al. et Nazli et
al. ont ainsi développé des cultures primaires polarisées
de cellules épithéliales endométriales et endocervicales
pour étudier l’infection de ces tissus par HSV-2, un virus
ayant un tropisme pour les épithélia génitaux monostratifiés

15



Journal Identification = VIR Article Identification = 0720 Date: February 19, 2018 Time: 2:6 pm

r

d
p
s
s
s
t
a
l
t
à
I
i
g
p
t
e
T
t
a
i
d
p
l
e
n
v
d
t
d
d
t
é
d
d
d
c
t
é
é
1
p
d
a
n
p
L
l
p
t
t
d
i

evue

e l’endocol et de l’endomètre [54, 55]. La monocouche
olarisée, reconstituée après digestion des tissus est expo-
ée au virus, et la permissivité des cellules à l’infection
ont évaluées par mesure du relargage de virus dans le
urnageant basal et par mise en évidence des cellules infec-
ées par microscopie confocale. Ce modèle simplifié leur

permis d’étudier l’effet direct de différents stimuli sur
’infection des cellules épithéliales, telles que les varia-
ions d’hormones sexuelles (progestérone) ou de molécules
activité antivirale [54]. Ils ont ainsi démontré que le Poly

C, un ARN double brin synthétique, ligand de TLR3,
nduit une protection significative des cellules épithéliales
énitales à l’infection HSV-2, laquelle est corrélée à la
roduction d’IFN� et d’acide nitrique par les cellules épi-
héliales. Cela met en jeu les voies de signalisation NF�B
t IRF3 [55].
outefois, dans le cas du VIH-1, l’utilisation de cellules épi-

héliales génitales issues de lignées ou en culture primaire
généré des résultats divergents. Ainsi, Howell et al. ont

nitialement décrit les cellules épithéliales primaires du col
e l’utérus, de l’utérus et des trompes de Fallope comme
ermissives à l’infection par le VIH-1 (détection intracel-
ulaire de la protéine virale neuf à cinq jours post-infection
t test d’infectiosité positif), tandis que Greenhead et al.
’ont détecté ni infection (absence de détection d’ADN
iral par PCR), ni passage de virus (absence de détection
e la p24 dans les surnageants et test d’infectiosité néga-
if) à dix jours post-infection dans des cultures primaires
e cellules épithéliales d’exocol et d’endocol infectées par
u virus libre ou après co-culture avec des cellules infec-
ées [56, 57]. Des résultats contradictoires ont également
té obtenus dans des lignées de cellules épithéliales : à titre
’exemple, Micsenyi et al. ont montré une infection pro-
uctive des lignées épithéliales d’exocol (Ect1 E6/E7) et
’endocol (End1 E6/E7) en démontrant que l’infection des
ellules peut être inhibée par des inhibiteurs de la reverse
ranscriptase et de l’intégrase [58]. À l’inverse, d’autres
tudes ont démontré que ces deux lignées et d’autres lignées
pithéliales originaires des mêmes tissus (e.g. lignée ME-
80 dérivée de cellules épithéliales cervicales) ne sont pas
roductivement infectées par le VIH-1 [59, 60]. Sur la base
’études in vivo dans des modèles simiens, le consensus
ctuel est que les cellules épithéliales des muqueuses vagi-
ales et rectales ne sont pas infectées de façon productive
ar le VIH-1 [61-64].
es résultats discordants obtenus sur la productivité de
’infection pour une même lignée ou culture primaire
euvent être liés à des variations de plusieurs paramètres,
els que le protocole d’infection (souche virale, quan-
ité de virus inoculé ou temps d’exposition), le protocole
’isolement des cellules primaires (perte plus ou moins
mportante des récepteurs/corécepteurs du VIH-1 lors de
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la dissociation du tissu) et le degré de polarisation de ces
cellules. Plus largement et comme indiqué ci-dessus, il
faut garder à l’esprit que les cellules immortalisées, bien
qu’étant originaires des tissus d’intérêt, ne conservent pas
toutes les caractéristiques morphologiques et biochimiques
des cellules primaires du tissu d’origine. La composition
en lipides, protéines et la glycosylation des lignées trans-
formées diffèrent grandement des cellules primaires [36].
Ces différences peuvent donc influencer, voire modifier,
le mécanisme d’entrée virale et d’infection des cellules
par comparaison avec la situation in vivo. Ainsi, bien
qu’indispensable à l’étude des mécanismes d’infection et
de passage des différents virus, les modèles simplifiés de
culture isolée de cellules épithéliales primaires ou de lignée
nécessitent des validations dans des modèles plus intégrés.
La mise au point depuis quelques années des modèles de
reconstruction 3D a permis notamment de mieux compren-
dre les phases précoces des infections HSV dans les
épithélia génitaux pluristratifiés [65, 66]. En effet, dans
un épithélium pluristratifié, les cellules épithéliales ont un
programme d’expression génique différent en fonction de
leur position dans la strate. À titre d’exemple, Visalli et
al. ont développé un modèle de culture 3D de cellules
épithéliales primaires de prépuce et de col de l’utérus
sur une matrice de collagène avec une lignée de fibro-
blastes de souris. Suite à l’infection par HSV-1 de ces
cultures épithéliales pluristratifiées et pleinement différen-
ciées, les auteurs ont montré que l’infection productive de
HSV-1 s’établit exclusivement dans les couches les plus
basales de l’épithélium. Les modèles de culture 3D de
cellules épithéliales génitales ont également permis des
avancées considérables dans l’étude des infections avec
HPV, puisque le cycle réplicatif de ce virus est forte-
ment dépendant de la différenciation du tissu épithélial
hôte. L’infection des cellules épithéliales est reproduite,
soit par l’ensemencement de cellules épithéliales de biop-
sies de patients infectés, soit par la transfection des cellules
épithéliales avec l’ADN génomique d’un virus HPV ou
encore avec des lignées épithéliales immortalisées par HPV
[67]. Dans ce dernier cas, la différenciation de l’épithélium
conduit à la formation de néoplasies de différents grades,
similaires à ce qui est observé in vivo, permettant son
utilisation pour étudier la progression cancéreuse. Ce
modèle permet également de reproduire les différentes
étapes du cycle viral de HPV, dont la maintenance épi-
somale du génome viral, l’amplification du génome viral

et la différenciation des cellules épithéliales qui dépend
de l’expression de gènes viraux. Il a permis, pour la pre-
mière fois, la production in vitro de virions HPV [68, 69].
Quelques études ont ainsi pu utiliser ce modèle pour tester
l’efficacité de molécules thérapeutiques contre l’infection
HPV [38].

Virologie, Vol 22, n◦ 1, janvier-février 2018
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râce à un modèle plus intégratif de culture organotypique
’explants de col de l’utérus (exocol et endocol), Horbul
t al. ont démontré que l’infection des cellules épithéliales
énitales par HSV-2 est cytolytique, induit l’inflammation
u tissu mucosal et, de ce fait, favorise l’infection par
IH-1 des muqueuses génitales [70]. Une limite non négli-
eable de ce type de modèle pour l’étude de l’infection
’un épithélium pluristratifié est la perte de stratification de
’épithélium après quelques jours (e.g. moins de six jours
our l’épithélium d’exocol dans étude de Horbul et al.).

nalyse des mécanismes de franchissement
e la barrière épithéliale en absence d’infection
roductive des cellules épithéliales

e nombreux virus sexuellement transmissibles peuvent
raverser la barrière épithéliale sans l’infecter de façon
roductive. Comme indiqué dans la section « Modes
’infection des muqueuses exposées aux sécrétions géni-
ales », diverses stratégies ont été mises en place par ces
irus pour accéder aux cellules cibles présentes en sous-
uqueux. Dans cette partie, nous nous intéresserons aux
odèles in vitro qui ont été mis en place pour étudier ces

ifférents mécanismes de franchissement de la barrière épi-
héliale.

nalyse de la formation de brèches épithéliales
’accès le plus courant et le plus aisé aux cellules cibles de

a muqueuse est l’infiltration du virus dans des brèches de
’épithélium. Ces brèches peuvent être provoquées méca-
iquement par des rapports intimes, conséquentes d’une
nfection génitale préalable, ou générées par le virus lui-

ême. Ainsi, l’inflammation de la muqueuse induite par
ne infection bactérienne ou virale se traduit par un afflux de
ellules immunitaires et de cytokines pro-inflammatoires,
esquelles peuvent altérer la barrière épithéliale, rendant
insi les cellules muqueuses sous-épithéliales accessibles
d’autres agents pathogènes. Certains virus tels que le

irus de l’herpès altèrent directement les cellules épithé-
iales induisant des ulcérations herpétiques. Nazli et al. ont
insi étudié la capacité du VIH-1 à générer des brèches
71, 72]. Pour cela, un modèle de cellules épithéliales pri-
aires polarisées d’endomètre et de col de l’utérus cultivées

ur matrigel et des cellules T84 (lignée cellulaire intesti-
ale) polarisées a été utilisé. Les auteurs ont montré que
’exposition à des particules de VIH-1 altère l’intégrité de

es monocouches épithéliales et se traduit par une baisse
e la résistance trans-épithéliale, une perte de l’expression
es protéines de jonction et une perméabilité accrue de
a barrière épithéliale au dextran. Grâce à ces modèles
implifiés de barrière épithéliale, le mécanisme de cette
ltération a pu être appréhendé, et des expériences de neu-
ralisation ont démontré que la protéine d’enveloppe du

irologie, Vol 22, n◦ 1, janvier-février 2018
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virus (gp120) génère une altération de la barrière épithé-
liale via l’induction de la sécrétion de TNF� par les cellules
épithéliales [71]. Dans cette étude, on note que les pro-
fils d’expression cytokiniques diffèrent grandement selon
le modèle cellulaire, immortalisé ou primaire, soulignant
que l’interprétation des résultats obtenus avec des modèles
de cultures de cellules immortalisées est sujette à caution.
Comme dans toutes les études in vitro, il est important éga-
lement, dans l’interprétation des résultats, de prendre en
compte la dose et la souche de virus utilisées pour détermi-
ner si elles peuvent correspondre à une exposition réaliste.

Analyse de la capture de particules virales
par les cellules immunitaires muqueuses
Un autre moyen pour les pathogènes d’accéder aux cellules
cibles sous-épithéliales est leur capture par les cellules den-
dritiques ou les cellules de Langerhans enchâssées dans les
épithélia pluristratifiés ou présentes juste au pôle basal des
épithélia monostratifiés. Ces cellules expriment des récep-
teurs de surface cellulaire tels que des héparines sulfate
protéoglycanes (HSPG), des lectines de type C et des inté-
grines qui permettent la capture de particules de VIH sans
infection productive de ces dernières.
Afin d’étudier ce phénomène au sein d’un épithélium
monostratifié, Cavarelli et al. ont développé deux modèles
[37]. Le premier modèle consiste en une co-culture sur
insert semi-perméable d’une lignée épithéliale colorectale
Caco2 polarisée et de cellules dendritiques cultivées sous
l’insert, au pôle basal des cellules épithéliales (la mise en
place d’un tel système est décrite sur la figure 2). Le virus
est ensuite déposé à la surface apicale des cellules épi-
théliales. Après quelques heures d’exposition, la barrière
épithéliale est observée en microscopie confocale, ce qui
permet une visualisation en profondeur de la couche de
cellules. Ce modèle a permis de montrer que le VIH induit
une migration des cellules dendritiques vers le côté apical de
l’épithélium. On peut ici s’interroger sur la pertinence phy-
siologique de ce modèle simplifié, les cellules dendritiques
migrantes ayant été isolées à partir du sang et non origi-
naire d’un tissu. Toutefois, ces observations ont été validées
grâce à un modèle plus intégratif de culture d’explant de
tissu colorectal. Dans ce modèle, l’exposition polarisée de
l’épithélium colorectal à des particules de VIH-1 induit
également l’attraction de cellules présentatrices d’antigènes
muqueuses vers le pôle apical des cellules épithéliales, ainsi

que la capture de particules virales par ces mêmes cellules
[37].
Afin d’analyser l’implication des cellules dendritiques
enchâssées dans les épithélia pluristratifiés dans la trans-
mission virale, Bomsel et al. ont, quant à eux, développé
un modèle de culture organotypique de muqueuse de pré-
puce [12, 73]. Grâce à ce modèle, les auteurs ont observé,
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n microscopie à fluorescence, que l’exposition polarisée
e la muqueuse épithéliale interne du prépuce avec des
eucocytes sanguins fortement infectés par une souche de
IH-1 induit une modification rapide de la distribution

patiale des cellules de Langerhans intraépithéliales, ces
ernières se rapprochant de la surface épithéliale, ainsi
ue la formation de conjugués (cellules de Langerhans-
ymphocytes T) au niveau desquels ont été observées des
articules virales et ont pu décortiquer les mécanismes
oléculaires impliqués. Les résultats obtenus, grâce à ce
odèle, suggèrent que les cellules de Langerhans intraé-

ithéliales du prépuce interne sont les cibles initiales de
a transmission au niveau du prépuce interne. Toutefois,
a limite majeure des modèles « explants » pluristratifiés
st la perte rapide de l’intégrité structurale et morpholo-
ique du tissu et, après quelques heures, la migration hors
u tissu des cellules immunes intraépithéliales, ce qui rend
mpossible la distinction entre les cellules d’origine intraé-
ithéliale ou les cellules immunes du stroma. L’observation
’évènements d’infection plus tardifs nécessite donc la
ise en place d’autres modèles, plus stables mais moins

roches des conditions in vivo. Dans ce but, les modèles
e reconstruction 3D de muqueuse pluristratifiée de vagin
39, 40] et de prépuce [12] dans lesquels ont été intégrées
es cellules de Langerhans sont particulièrement appropriés
t permettent d’évaluer le rôle des cellules dendritiques à
lus long terme dans la mise en place de l’infection de ces
uqueuses. À titre d’exemple, Sivard et al. ont intégré, dans

eur modèle de reconstruction 3D de muqueuse vaginale,
es cellules de Langerhans différenciées à partir de cellules
D34+ progénitrices des cellules hématopoïétiques, iso-

ées de cordon ombilical [40]. Dans ce système, les auteurs
nt pu mettre en évidence, à 48 heures post-infection, la
résence d’ADN viral dans les cellules de Langerhans et
’inhibition complète de leur infection en présence d’un
nhibiteur de la RT.
ar ailleurs, Hladik et al. ont développé un modèle origi-
al de culture de feuillet épithélial de la muqueuse vaginale
74, 75]. Dans ce modèle, la couche épithéliale pluristra-
ifiée est séparée de la lamina propria par microdissection
ssociée à un traitement à l’EDTA. L’intérêt majeur de ce
odèle est qu’il permet l’étude ciblée de l’infection des

ellules immunes intraépithéliales en s’affranchissant du
roblème d’émigration des cellules immunitaires hors du
issu puisque, en l’absence de sous-muqueuse, les seules
ellules à émigrer sont originaires de la couche épithéliale.

ladik et al. ont ainsi pu mettre en évidence l’attachement et

’entrée de particules virales dans les lymphocytes T CD4+
t cellules de Langerhans intraépithéliales de la muqueuse
aginale par microscopie confocale [74]. Quelques années
lus tard, cette même équipe a amélioré ce système en pola-
isant l’infection à la face apicale du feuillet épithélial.

18
De cette façon, ils ont démontré, en mettant en évidence
l’absence d’intégration de l’ADN proviral, que les cel-
lules de Langerhans intraépithéliales ne sont pas capables
d’infection productive par le VIH-1, mais participent à la
dissémination virale comme l’attestent les tests d’infection
sur une co-culture de lymphocytes T CD4+ [75].

Analyse du passage de virus par transcytose
La transcytose consiste au transport polarisé de virus à
l’intérieur de cellules épithéliales, du pôle apical vers le pôle
basal, sans infection productive de la cellule hôte. Le virus
endocyté par les cellules épithéliales peut provenir d’une
source de virus libre ou bien de particules virales relar-
guées par des cellules infectées qui forment des synapses
virologiques au pôle apical des cellules épithéliales. Ce
mécanisme de transmission virale au niveau des muqueuses
génitales ou colorectales a été décrit pour la première fois
pour le VIH-1 in vitro par Bomsel en 1997 [76]. Le passage
de l’épithélium par transcytose a été confirmé pour VIH-
1 et d’autres rétrovirus tels que le HTLV-1 par ce même
auteur et d’autres équipes dans d’autres modèles in vitro
ou ex vivo, mais n’a jamais été mis en évidence in vivo
[46, 77-83]. La transcytose du VIH-1 a ainsi été montrée
dans des cultures polarisées de monocouches de cellules
épithéliales immortalisées dérivées d’intestin (I407), de
côlon (HT29, Caco2), d’endomètre (HEC-1) et primaires
de cellules vaginales et endocervicales en monocouches,
exposées à des particules virales de VIH-1 ou des cel-
lules leucocytaires infectées VIH-1 pendant un temps court,
insuffisant à l’infection productive des cellules épithéliales.
Le passage de virus à travers la barrière épithéliale a été
mis en évidence dès 30 minutes d’exposition, par mesure
de la protéine virale p24 dans le surnageant de culture
basale, par test d’infectivité sur des cellules reportrices, ou
par observation en microscopie électronique de l’infection
des cellules. La cinétique d’internalisation des particules
virales a été évaluée par mesure de la protéine de capside
virale p24 dans les cellules épithéliales lysées. Le passage
viral est inhibé à 4 ◦C et par la dépolymérisation irréversible
des microtubules. La mise en évidence de la transcytose
de particules virales nécessite impérativement de s’assurer
de l’étanchéité de la couche épithéliale, par le contrôle
du maintien de la résistance transépithéliale, l’absence du
passage paracellulaire de marqueurs extracellulaires (e.g.
de protéines de jonctions telles que ZO-1. Cela permet
d’exclure le passage de particules virales par un mécanisme
paracellulaire, c’est-à-dire entre les cellules épithéliales.
Malgré quelques discordances liées à l’utilisation de pro-
tocoles d’infections différents (concentration et temps
d’exposition du virus), ces études ont permis de conclure

Virologie, Vol 22, n◦ 1, janvier-février 2018
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ur la plus grande efficacité du mécanisme de transcytose
orsque les cellules épithéliales sont exposées à des cellules
nfectées plutôt qu’à des particules virales libres et sur la
ormation d’une synapse virale entre la cellule leucocytaire
nfectée et la cellule épithéliale [76, 80, 82]. Bien que ce

écanisme de transmission virale ait été clairement mis en
vidence in vitro dans des modèles de cultures cellulaires
onostratifiées, son existence in vivo, ou tout au moins dans

es modèles ex vivo plus physiologiques, reste à démontrer.
a confirmation de la transcytose sur des modèles plus inté-
ratifs d’explants de muqueuse, comme suggérée par les
ésultats de Shen et al. dans des cultures d’explants rec-
aux ou vaginaux [4, 46], est compliquée par la possibilité
u transport du virus par les cellules « cheval de Troyes »
résentes dans la muqueuse ou enchâssées entre les cellules
pithéliales, telles que des macrophages ou des cellules den-
ritiques. Ce biais peut être contourné par l’utilisation de
odèles intégratifs moins proches de l’in vivo mais plus

ontrôlés, tels que les modèles de reconstruction 3D, où
’on peut sélectionner les types cellulaires mis en présence
n fonction de la question abordée. Ainsi, Bouschbacher
t al. montrent l’absence de passage de particules virales
e VIH-1 à travers l’épithélium vaginal pluristratifié dans
n modèle de reconstruction 3D, que ce soit en présence
u en l’absence de cellules de Langherans enchâssées dans
’épithélium [39]. Greenhead et al. ont, quant à eux, déve-
oppé un modèle de culture de feuillet de l’épithélium
ctocervical pour évaluer la possibilité de transcytose dans
a muqueuse génitale pluristratifiée. Après isolation enzy-

atique, la couche épithéliale est mise en culture et exposée
e façon polarisée à des particules virales libres de VIH-
ou des cellules infectées. Aucun évènement d’infection

’a été détecté dans le surnageant de culture ou dans les
ellules épithéliales [57]. Ces deux études suggèrent donc
’absence de transcytose du VIH-1 à travers les épithélia
énitaux pluristratifiés. Toutefois, il n’est pas exclu que les
tapes de digestion enzymatique nécessaires à la mise en
lace de ces modèles puissent avoir engendré une perte
’expression de certains marqueurs membranaires néces-
aires à l’attachement et l’internalisation des particules
irales.

nalyse de la transmigration de cellules
nfectées à travers la barrière épithéliale

a transmigration correspond au passage actif de cellules

nfectées entre les cellules épithéliales sans qu’il y ait rup-
ure de la barrière. Les modèles les plus simples et rapides

mettre en œuvre pour étudier ce mécanisme de trans-
ission virale sont les lignées épithéliales monostratifiées

olarisées [24, 84, 85]. Ainsi, Lawrence et al. ont mis en
vidence les capacités de transmigration des monocytes et,
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dans une moindre importance, des lymphocytes T CD4+
sur une monocouche polarisée de cellules immortalisées
endométriales (HEC-1) [24]. Pour cela, des monocytes ou
lymphocytes isolés du sang, infectés in vitro et marqués,
sont déposés sur la monocouche épithéliale polarisée et
la transmigration est évaluée après 24 heures par comp-
tage du nombre de cellules marquées récupérées dans le
surnageant basal du système ou par mesure de l’intensité
de fluorescence de ce surnageant. L’avantage majeur de
ce modèle simplifié de cellules épithéliales immortalisées
polarisées est qu’il permet de facilement appréhender les
mécanismes moléculaires et les facteurs environnementaux
impliqués dans l’adhésion des cellules transmigrantes aux
cellules épithéliales et leur passage sous-épithélial. Ainsi,
Lawrence et al. montrent dans leur modèle de HEC-1 pola-
risées que le liquide séminal a un effet inhibiteur sur la
transmigration de leucocyte à travers la barrière épithéliale.
Cet effet est associé à une augmentation de l’expression
des protéines des jonctions ZO-1 entre les cellules épithé-
liales et à une augmentation des capacités d’adhésion des
leucocytes aux cellules épithéliales [24]. Une étude plus
ancienne avait déjà mis en évidence une augmentation des
capacités d’adhésion d’une lignée lymphocytaire aux bar-
rières épithéliales cervicales et intestinales (respectivement
lignées MT180 et I407 non polarisées) exposées au liquide
séminal [86]. Dans le même modèle de cellules HEC-
1 polarisées qu’utilisent Lawrence et al., Carreno et al.
ont, quant à eux, validé, à l’aide d’anticorps monoclonaux,
l’implication de deux molécules d’adhésion exprimées à la
surface épithéliale, CD50 et CD102, dans la transmigration
des cellules monocytaires et montré que l’environnement
pro-inflammatoire du tractus génital féminin, mimé expéri-
mentalement par l’ajout de cytokines pro-inflammatoires
dans le milieu de culture, favoriserait l’expression de
ces molécules d’adhésion et, ainsi, la transmigration de
monocytes infectés à travers la barrière épithéliale [84].
Toutefois, bien que ce modèle simplifié représente un bon
modèle d’approche ou de validation moléculaire, il reste
assez éloigné de la situation in vivo et fait abstraction de
l’influence du contexte tissulaire sur l’expression des molé-
cules d’adhésion par les cellules épithéliales.
À cela, le modèle « explant » constitue une alternative plus
physiologique. Dans ce modèle, la transmigration de cel-
lules préalablement marquées par un fluorochrome et dépo-
sées de façon polarisée à la surface épithéliale de l’explant
peut être mise en évidence dans le tissu par microscopie

ou en cytométrie de flux après dissociation enzymatique du
tissu [41, 42]. Dans ce dernier cas, la présence de cellules
marquées dans la suspension cellulaire atteste de la pénétra-
tion des cellules au sein du tissu. La limite principale de ce
modèle est qu’il ne permet de maintenir l’intégrité de la bar-
rière épithéliale qu’un temps limité, variable selon l’origine
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issulaire (selon les études et les conditions de culture
nviron 24 heures pour le tissu colorectal, 48 heures pour
’exocol, quatre à six jours pour l’endocol). L’utilisation
e ce modèle pour observer des évènements de transmi-
ration nécessite donc de s’assurer de façon rigoureuse
e la conservation de l’intégrité de la barrière épithéliale
e temps nécessaire à la transmigration (e.g. vérifica-
ion de l’absence de passage de molécules extracellulaires

arquées). Ainsi, dans des modèles de culture d’explant
’exocol et d’endocol humains, Maher et al. ont observé
n microscopie l’infiltration de leucocytes séminaux dans
es couches les plus externes de l’épithélium pluristratifié
e l’exocol, mais l’absence d’infiltration dans l’épithélium
ndocervical, les cellules séminales étant retenues dans les
écrétions de la muqueuse qui semblent donc jouer un rôle
rotecteur face à l’infection dans leur modèle [42].

tude de l’infection des cellules cibles
ous épithéliales et de la réponse
l’infection dans les muqueuses

utre les mécanismes de franchissement de la barrière
pithéliale, il est primordial de comprendre comment le
irus va s’installer et disséminer dans la muqueuse (ana-
yse des cellules cibles de l’infection, de leur proportion,
e leur localisation dans le tissu et de leur susceptibilité à
’infection), ainsi que les conséquences de cette infection
effet cytopathique, mise en place d’une réponse immune
ocale antivirale et pro-inflammatoire), dans le but de mettre
u point des stratégies pour prévenir l’infection.
fin d’étudier la permissivité à l’infection VIH-1 des dif-

érentes populations cellulaires, épithéliales et stromales,
es tissus génitaux féminins, Howell et al. ont isolé par
igestion enzymatique et mis en culture chaque popula-
ion cellulaire. L’infection des cellules a été déterminée

cinq jours de culture par mesure de la protéine virale
24 relarguée dans le surnageant de culture et l’observation
n immunofluorescence de cette même protéine virale
ans les cellules [56]. Il faut toutefois être prudent dans
’analyse de la permissivité à l’infection de cellules iso-
ées car les multiples étapes de digestion enzymatique et la
ulture hors contexte tissulaire sont susceptibles de modi-
er l’expression des récepteurs d’entrée virale et d’autres
olécules déterminantes dans l’aptitude à l’infection des

ellules. Cette équipe a également développé un modèle
e culture de sections de 30-70 � de tissu [56]. Ce modèle

ermet de conserver en culture a minima l’architecture tis-
ulaire, mais l’analyse de la nature des cellules infectées en
mmunofluorescence est compliquée par l’épaisseur de la
ouche cellulaire.
e modèle d’explant, polarisé ou non, constitue un modèle
e choix pour étudier la susceptibilité à l’infection des

20
cellules muqueuses dans la mesure où le contexte tissu-
laire original et l’environnement cytokinique présent in vivo
peuvent être préservés le temps nécessaire à l’observation
de l’infection du tissu. Nous citerons, de façon non exhaus-
tive, plusieurs modèles d’explants développés pour analyser
les capacités d’infection des cellules des muqueuses géni-
tales féminines [4, 42, 43, 57, 87, 88], du tractus génital
masculin [15, 88, 89] ou de la muqueuse colorectale
[41, 47]. Dans ces études, l’infection du tissu par VIH-1 ou
d’autre virus est déterminée par mesure quantitative en PCR
du nombre de copies de génome viral présent dans le tissu
[4, 47, 88], ou mesure de protéines virales relarguées dans le
surnageant de culture (e.g. p24 pour VIH-1) [15, 47, 57, 89].
L’identification de la nature des cellules infectées peut être
réalisée par analyse en cytométrie de flux après dissociation
enzymatique du tissu [41, 87], co-marquage immunohisto-
chimique avec des marqueurs de protéines cellulaires et
de protéines virales [4, 42, 57, 87] ou par la détection du
génome viral dans les cellules muqueuses par hybridation in
situ combinée à un marquage immunohistochimique pour
identifier la cellule infectée [12, 15, 43, 51, 52, 88, 90].
L’identification des cellules infectées peut également être
facilitée en inoculant le tissu avec un virus CMV modifié
exprimant une protéine fluorescente (e.g. CMV-GFP [87]).
Dans ce modèle, il est possible de mimer l’activation des
cellules immunes muqueuses [57, 89], ce qui augmente
l’infectiosité des cellules muqueuses selon le tropisme de la
souche virale [57]. Certains types cellulaires, en particulier
les cellules de Langerhans et cellules dendritiques, ayant
tendance à migrer hors de l’explant [89], il peut être néces-
saire de collecter ces cellules pour analyser leur infection.
Dans les modèles d’explants non polarisés [47, 57, 87, 89],
l’infection des cellules muqueuses sous-épithéliales est
facilitée par une exposition au virus par immersion des
explants, l’infection initiale n’est ainsi pas limitée à
la face épithéliale du tissu. L’avantage majeur de ces
modèles d’explants non polarisés est qu’ils permettent
de s’intéresser aux évènements précoces d’infection des
muqueuses dans un modèle intégratif, en outrepassant
l’étape de passage de la barrière épithéliale qui nécessite la
mise au point de modèles plus complexes avec le maintien
de l’étanchéité et de l’intégrité d’un ou de plusieurs couches
épithéliales. Récemment, ces modèles ont été utilisés pour
évaluer l’effet de l’imprégnation hormonale du tractus géni-
tal féminin sur la permissivité à l’infection VIH-1 [91-93].
Saba et al. ont ainsi mis en évidence une réplication VIH-

1 accrue dans les tissus cervicaux de femmes en phase
sécrétrice du cycle menstruel qui est dominée par la proges-
térone [92]. Ces modèles permettent également d’analyser
l’activation immunitaire induite par l’infection, en mesurant
la production de cytokines produites par le tissu et relar-
guées dans le surnageant de culture ou en déterminant le

Virologie, Vol 22, n◦ 1, janvier-février 2018



Journal Identification = VIR Article Identification = 0720 Date: February 19, 2018 Time: 2:6 pm

p
m
c
L
l
l
l
a
l
S
d
p
q
à
é
d
é
d
(
à
d
p
p
c
p
c
v
m
L
«
i
h
s
p
l
d
l
l
d

T

L
d
i
d
v
q
l
i
l
d

V

hénotype des cellules immunitaires muqueuses en cyto-
étrie de flux ou immunohistochimie, et de tester l’effet

ytopathogène du virus sur la muqueuse [89].
es modèles d’explants polarisés, pour lesquels

’inoculation virale est restreinte à la surface épithé-
iale de l’explant, apportent, lorsqu’ils sont utilisés dans
a limite de leur validité, une réponse plus physiologique
ux capacités de transmission de l’infection aux cel-
ules muqueuses [4, 12, 41-43, 88]. À titre d’exemple,
hen et al. ont utilisé des modèles d’explants polarisés
e muqueuses vaginales et intestinales pour étudier la
ermissivité au VIH-1 des macrophages muqueux. Alors
ue les macrophages intestinaux restent non permissifs

l’infection, l’infection des macrophages vaginaux a
té détectée dès 30 minutes d’exposition à une souche
e tropisme R5, et cette différence de permissivité a
té mise en relation avec une différence phénotypique
’expression de récepteurs de la réponse immune innée
CD14, CD16, CD34, CD64, CD89) et des corécepteurs

l’entrée du VIH-1 (CCR5, CXCR4) dans les cellules
ans les deux tissus [4]. Toutefois, comme nous l’avons
récédemment mentionné, l’intégrité de l’épithélium ne
eut être maintenue qu’un temps limité in vitro, en parti-
ulier pour les épithélia monostratifiés du côlon. L’atout
hysiologique de ce modèle pour détecter l’infection des
ellules muqueuses doit de ce fait être systématiquement
alidé par la vérification de l’intégrité de l’épithélium au
oment de la détection virale.
a reproductibilité des résultats obtenus en modèle
explant » est souvent compliquée par la variabilité

nter-donneur des tissus en termes, par exemple, de statut
ormonal et inflammatoire, des antécédents de maladies
exuellement transmissibles, ou encore de différences de
roportions dans les populations de cellules cibles entre
es différents fragments de tissu. Ainsi, dans leur modèle
’explants cervicaux polarisés, Maher et al. attribuent
’absence de détection de cellules infectées dans deux de
eurs huit explants à une différence d’activation immunitaire
es cellules muqueuses chez les donneurs [42].

est in vitro de stratégies antivirales

es modèles in vitro et ex vivo de muqueuses exposées à
es virus sexuellement transmissibles constituent un outil
ncontournable pour l’évaluation préclinique de l’innocuité,
e l’efficacité et de la formulation des stratégies anti-

irales locales. En effet, il est primordial de s’assurer
ue les composés testés n’induisent aucune toxicité tissu-
aire, laquelle pourrait fragiliser la barrière épithéliale ou
nduire une inflammation de la muqueuse. On cherche éga-
ement à tester l’efficacité des molécules antivirales dans
es modèles qui permettront de mimer les conditions phy-
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siologiques où l’infection présente un plus fort risque, à
savoir lorsque la barrière épithéliale est compromise et/ou
en conditions inflammatoires.
La majorité des études qui ont été réalisées à ce jour
avaient pour objectif de tester des molécules anti-VIH-1,
que ce soit dans des modèles de culture de cellules épi-
théliales primaires ou lignées, de reconstruction 3D de
l’épithélium muqueux ou d’explants tissulaires [37, 89, 94-
100]. L’approche couramment utilisée consiste à exposer
les muqueuses à la molécule antivirale testée en même
temps ou avant une exposition virale. D’une manière géné-
rale, l’inhibition de l’infection est évaluée par mesure
de protéines virales relarguées dans le milieu de culture
(p24 dans le cas du VIH-1), quantification du génome viral
dans les cellules muqueuses ou surnageant de culture, test
de l’infectiosité des cellules émigrant des explants tels que
des cellules dendritiques sur cellules reportrices permis-
sives à l’infection ou encore observation histologique de
l’atténuation de l’effet cytopathogène du virus. L’innocuité
des molécules testées sur l’intégrité de la muqueuse est éva-
luée par observation histologique et test de viabilité MTT
ou dosage de la LDH. Les limites et les avantages de ces
différents modèles restent les mêmes que pour l’analyse de
la transmission virale ou de la permissivité à l’infection des
cellules muqueuses. Dans ce paragraphe, nous analyserons,
à travers quelques études, l’intérêt de ces différents modèles
pour le screening préclinique des molécules antivirales.
Les modèles de reconstruction 3D de la muqueuse épithé-
liale à l’interface air-liquide (cf. section « Reconstructions
3D de muqueuses pluristratifiées ») sont particulièrement
adaptés au test de molécules antivirales contre des virus
infectant les cellules épithéliales tels que les virus herpes
alpha ou HPV [38]. Dans un modèle de reconstruction 3D
de muqueuse épithéliale à partir de kératinocytes de pré-
puces de nouveau-nés infectés par les virus herpes alpha
HSV-1, HSV-2 et le virus varicelle-zona (VZV), Andrei
et al. [94] ont validé l’activité antivirale de différentes
molécules de référence (e.g. acyclovir). Ce modèle a pour
objectif de remédier à l’absence de modèle animal pour
tester l’efficacité des nouvelles drogues anti-varicelle-zona.
Toutefois, dans leur étude, Andrei et al. ajoutent les compo-
sés antiviraux dans le milieu de culture, ce qui revient à
mimer une distribution par voix systémique. Une amélio-
ration serait de tester l’activité antivirale de ces drogues
dans un système mimant une application muqueuse locale,
avec un ajout des molécules antivirales à la surface épi-

théliale de la muqueuse. Cole et al. ont démontré l’activité
anti-VIH des rétrocyclines, une famille de peptides anti-
microbiens naturellement exprimés dans le vagin et col
de l’utérus, dans un modèle commercial de reconstruction
3D de l’épithélium vaginal dans lequel sont insérées des
cellules de Langerhans (MatTek) [99].
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But de l'étude Modèles u�lisés LimitesAvantagesRéf

Étude de la provenance des virus
dans les secré�ons génitales

Culture organotypique
[50]
[51]
[52]

Modèle intégra�f perme�ant analyse de la permissivité des cellules muqueuses originales

Lignée de cellules épithéliales
[55]
[58]
[60]

Modèle bien caractérisé et standardisé, peu coûteux et peu fragile

Modula�on de l'expression génique facilement réalisable

Morphologie et caractéris�ques biochimiques pouvant différer des cellules primaires (composi�on
en lipides, en protéines et glycosyla�on...) pouvant moduler les mécanismes d'entrée virale
et d'infec�on des cellules

Culture primaire de cellules
épithéliales

[54]
[55]
[56]
[57]

Cellules isolées de �ssu

U�lisa�on enzymes de diges�on pour isolement : risque de modifica�on de l'expression
de proteines membranaires, poten�els récepteurs à l'entrée virale

Après isolement les cellules sont plus fragiles que des cellules issues de lignée
Système de reconstruc�on

3D
[65]

Modèle de choix pour étude de l'infec�on HSV ou HPV qui nécessitent un épithélium
pluristra�fié différencié

Plusieurs semaines pour la mise en place du modèle

Culture organotypique
polarisée

Modèle le plus intégra�f[70] Perte rapide de la stra�fica�on de l'epithélium

Lignée de cellules épithéliales

Culture primaire de cellules
épithéliales

Co-culture cellulaire [35]
Étude ciblée des intérac�ons entre la barrière épithéliale et différents types cellulaires
présents en sous-muqueux

Pas d'étude en épithélium pluristra�fié possible

Origine lignée ou sanguine des cellules du modèle

Reconstruc�ons 3D
[12]
[39]
[40]

Choix des cellules insérées dans l'épithélium pour étude mécanis�que

Bon main�en des cellules immunes dans la couche épithéliale pluristra�fiée

Mélange de cellules primaires et immortalisées avec des caractéris�ques différentes des cellules
muqueuses originales

Culture organotypique
polarisée

[12]
[35]
[73]

Modèle le plus intégra�f

Respect de l’architecture et présence des différents types cellulaires dans des propor�ons
proches du vivo

Cellules muqueuses authen�ques

Perte rapide de l'intégrité de l'épithélium et émigra�on des cellules immunes hors du �ssus

Lignée de cellules épithéliales

[74]
[77]
[78)
[810

Polarisa�on des cellules épithéliales Morphologie et caractéris�ques biochimiques différentes du vivo

Culture primaire de cellules
épithéliales

[79]
Cellules primaires

Polarisa�on selon les types de cellules épithéliales

Dissocia�on enzyma�que pour la mise en place du modèle : risque de perte de marqueurs
membranaires nécessaires à l'a�achement des cellules infectées et/ou par�cules virales

Polarisa�on plus difficile

Reconstruc�ons 3D
[39]
[57]

Adapté à l'analyse des épithélium pluristra�fiés

Sélec�on des types cellulaires inclus dans le modèle
Plusieurs semaines pour la mise en place du modèle

Culture organotypique
polarisée

[4]
[46]

Modèle le plus intégra�f

Possibilité de culture de feuillet de l'épithélium pour éliminer cellules « cheval de Troyes »

Possibilité du transport du virus par les cellules « cheval de Troyes » présentes dans la muqueuse
ou dans l'épithélium qui complique l'interpréta�on des résultats

Lignée de cellules épithéliales
[22]
[82]
[83]

Polarisa�on simple et rapide

Appréhension facile des mécanismes moléculaires et des facteurs environnementaux
impliqués

Pas de contexte �ssulaire

Cultures organotypiques
polarisée

[41]
[42]

Modèle intégra�f Main�en limité de l'intégrité de la barrière épithéliale

Culture primaire de cellules
muqueuses isolées

Cellules muqueuses originales[56]
Étape de diges�on enzyma�que et culture hors contexte �ssulaire qui peuvent modifier
l'expression de marqueurs membranaires importants pour l'entrée virale et l'infec�on des cellules

Culture organotypique

[4]
[41]
[43]
[47]
[51]
[52]
[85]
[86]
[88]

Présence du contexte �ssulaire original et environnement cytokinique

Respect de l’architecture et présence des différents types cellulaires dans des propor�ons
proches du vivo

Possibilité de polariser la transmission virale

Grande variabilité interdonneurs en terme de statut hormonal / inflamma�on / antécédent de
maladies sexuellement transmissibles / popula�ons de cellules cibles

Variabilité intra�ssulaire en termes de popula�on cellulaires présentes

Reconstruc�on 3D
[92]
(93]

Par�culièrement adapté pour l'étude de molécules an�virales ciblant les virus infectant
les cellules épithéliales

Plusieurs semaines pour la mise en place du modèle

Mélange de cellules primaires et immortalisées avec des caractéris�ques différentes des cellules
muqueuses originales

Culture organotypique +/- 
polarisée

[47]
[57]
[87]

Polarisa�on permet le test d'une applica�on locale de molécules an�virales formulées

Possibilité de challengeex vivo

Perte rapide de la stra�fica�on de l'épithélium

Grande variabilité interdonneurs en terme de statut hormonal / inflamma�on / antécédent de
maladies sexuellement transmissibles / popula�ons de cellules cibles

Variabilité intra�ssulaire en termes de popula�on cellulaires présentes

Test in vitro de stratégies an�-
virales

Étude de l'infec�on des cellules
cibles sous épithéliales et de la

réponse à l'infec�on des
muqueuses

par transmigra�on de cellules
infectées

par transcytose

par capture des par�cules virales
par les cellules immunes

muqueuses

Polarisa�on des cellules épithéliales, permet d'appréhender les mecanismes d'altéra�on
de la barrière

Profils d'expressions cytokines divergenants entre lignées cellulaires et cellules primaires - 
prudence dans l'interpréta�on des résultats

[71]

Étude des mécanismes d'infec�on
de la barrière épithéliale

par forma�on de brèches

Analyse des mécanismes de franchissemement de la barrière (sans infec�on produc�ve des cellules épithéliales)

Pas de corrélat possible �ssu/sperme

Figure 3. Tableau synthétique des modèles utilisés pour répondre aux différentes questions et de leurs avantages et limites propres à
chaque question posée.
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es explants de tissus cervicaux, vaginaux, colorectaux
u du pénis représentent des modèles de choix pour
ester l’activité anti-VIH des microbicides. Les modèles
’explants non polarisés avec exposition aux drogues et
nfection immergées ont permis de tester les doses efficaces

l’inhibition de l’infection VIH-1 ou HSV-2 de diffé-
entes molécules (références dans revue [95]). Grâce à ces
odèles, il a été montré que l’inhibition de l’infection VIH-
dans les muqueuses par différents inhibiteurs de l’entrée

irale et inhibiteurs non nucléosidiques requiert une dose
upérieure de plusieurs log10 par rapport aux doses requises
n test in vitro traditionnel sur cellules reportrices [89, 96-
8]. Ces modèles ont également permis de démontrer le
énéfice d’une combinaison de molécules dans la compo-
ition des microbicides [96, 98].
ien que contraint par le maintien limité de l’intégrité de

’épithélium en culture, les explants polarisés présentent
e net avantage de permettre l’évaluation de l’efficacité des

olécules formulées, le plus souvent en gel, avec une appli-
ation épithéliale mimant ainsi la voie d’entrée naturelle de
a molécule testée [100, 101]. L’utilisation de ces modèles a
insi permis de démontrer l’innocuité et l’efficacité de plu-
ieurs inhibiteurs de l’entrée du -1 et de la transcriptase
nverse (nucléosidique et non nucléosidique) incorporés
ans des hydrogels, et de démontrer un effet protecteur
95]. Ces modèles permettent également de tester l’effet
es fluides génitaux (sperme et sécrétions vaginales) sur la
istribution et l’efficacité des drogues.
es dernières années, un modèle original de culture de
uqueuse, utilisé en essai clinique, a été développé [95].
e modèle de challenge ex vivo consiste à mettre en culture
es biopsies colorectales, cervicales ou vaginales prélevées
hez des participants ayant utilisé de façon assidue, pendant
ne période déterminée, un gel ou anneau vaginal à activité
ntivirale. La biopsie est ensuite infectée par le VIH-1 ex
ivo afin d’évaluer l’efficacité du traitement microbicide.
a mise en place de ces essais demande une bonne coor-
ination logistique entre la clinique et le laboratoire, mais
ermet une évaluation plus physiologique de l’efficacité des
icrobicides.

onclusion

es nombreux modèles in vitro de muqueuses génitales
u colorectales développés ont permis d’apporter des

nformations capitales sur les mécanismes d’infection de
es muqueuses par les virus sexuellement transmissibles.
ette variété de modèles est justifiée au regard des mul-

iples mécanismes pouvant conduire à l’infection d’une
uqueuse, chaque modèle étant plus particulièrement

dapté à l’étude d’un mécanisme en particulier (figure 3).
e par leur simplicité et flexibilité de construction (variétés

irologie, Vol 22, n◦ 1, janvier-février 2018
revue

des types cellulaires mis en jeu, souches et doses virales,
inclusion de facteurs environnementaux. . .), ces modèles
ont permis d’appréhender le rôle de chaque type cel-
lulaire dans la transmission, de décortiquer la réponse
immune innée face à l’infection, l’influence des fluides
génitaux (sécrétions vaginales et sperme) ou encore du sta-
tut hormonal sur la mise en place de l’infection. Ils sont
également aujourd’hui indissociables des études in vivo
pour l’élaboration de nouvelles stratégies de prévention
locales. Ces modèles in vitro mériteront d’être davantage
exploités, notamment pour évaluer l’impact du microbiote
local sur l’infectiosité des muqueuses. Plusieurs études cli-
niques indiquent en effet que la modification du microbiome
vaginal ou rectal, appelée dysbiose, influence le risque
de transmission des maladies sexuellement transmissibles
virales ou bactériennes, avec notamment une augmentation
du risque de transmission de plus de 60 % en présence d’un
microbiome caractéristique des vaginoses bactériennes
[21]. Récemment, un premier modèle de reconstruction de
muqueuse épithéliale, permettant à la fois la colonisation
par les bactéries du microbiome vaginal et l’étude de la
transmission de pathogènes sexuellement transmissibles, a
été développé [102]. Ce modèle a permis de montrer que la
colonisation de la muqueuse par le microbiome de femmes
présentant une vaginose bactérienne est associée à une aug-
mentation de la permissivité à l’infection VIH-1 et une
efficacité réduite du microbicide ténofovir [102].
Dernièrement, les procédés de bio-impression en 3D
suscitent un vif intérêt de la part des chercheurs en ingé-
nierie tissulaire. La bio-impression utilise les technologies
d’impression assistées par ordinateur pour déposer couche
par couche ou point par point des cellules, des compo-
sants de matrice extracellulaire, des facteurs de croissance,
etc., permettant l’arrangement et l’assemblage de structures
biologiques vivantes en 2D ou 3D avec une reproductibi-
lité élevée. Cette nouvelle technologie, qui représente un
enjeu capital pour la médecine régénératrice et réparatrice,
pourrait également permettre la fabrication de modèles tis-
sulaires, tels que des muqueuses génitales et colorectales
hautement contrôlables et reproductibles pour le test phar-
macologique de l’action de molécules antivirales [103].
Bien que pour l’heure les modèles tissulaires développés
ne reproduisent pas de façon satisfaisante la complexité tis-
sulaire [103], il est probable qu’à terme le développement
de la bio-impression pourra supplanter une grande partie
des modèles in vitro existants.
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