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RESUME

Le virus Zika (ZIKV) appartient a la famille des Flaviviridae et fait partie de I'ensemble des virus
transmis par les arthropodes, ou arbovirus (« arthropod-borne virus », en anglais). Découvert
en Ouganda en 1947, ZIKV a émergé dans les iles du Pacifique a la fin des années 2000,
essentiellement a Yap (2007) et en Polynésie francaise (2013-14), causant deux premiéres
épidémies majeures. De facon surprenante, lors de la derniére épidémie en Amérique latine
(2015-16), un nombre important de transmissions interhumaines a été rapporté et le génome
viral ainsi que des particules infectieuses ont été détectés dans de nombreux fluides
biologiques de personnes infectées. Dans le lait maternel, d'importantes charges virales ont
été détectées jusqu’a plus de 30 jours aprés I'apparition des symptomes. Cependant, I'origine
exacte des particules virales infectieuses dans le lait maternel ainsi que leur transmissibilité
au nouveau-né par voie orale au cours de I’allaitement maternel restent, a ce jour, inconnues.
Dans ce travail, nous avons démontré que ZIKV était capable de se propager dans les glandes
mammaires de souris infectées par voies systémique et locale sans causer d’altération notable
de I‘architecture générale. In vitro, nous avons montré que des cellules épithéliales primaires
de glandes mammaires humaines étaient sensibles et permissives a I'infection ZIKV, et que les
cellules luminales et myoépithéliales pourraient contribuer a I’excrétion virale de ZIKV dans le
lait maternel. Concernant la transmissibilité des particules virales infectieuses au nouveau-né,
nous avons démontré que des souriceaux pouvaient étre infectés au cours de |'allaitement
maternel, et avons caractérisé I'infection orale de souriceaux par ZIKV en termes de mortalité
et de neuroinvasion virale. Enfin, alors que les portes d’entrée virale chez le nourrisson au
cours d’une infection orale sont inconnues, nous avons montré que différents clones de
lignées entérocytaires humaines étaient sensibles et permissives a I'infection ZIKV, et que ZIKV
était capable d’infecter et de franchir un modele in vitro d’épithélium intestinal sans altérer
sa fonction de barriere, suggérant que le tractus gastro-intestinal pourrait constituer une
porte d’entrée virale lors de la transmission de ZIKV de la mere a enfant au cours de
I'allaitement. Cette étude, combinant des expériences in vitro et in vivo est la premiére a
décrypter dans un ordre chronologique les mécanismes des différentes étapes composant la

transmission virale de la mere a I’enfant au cours de I’allaitement maternel.
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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) belongs to the family Flaviviridae and is part of the large panel of the
arthropod-borne viruses, or arboviruses. Discovered in Uganda in 1947, ZIKV emerged in the
Pacific Islands in the late 2000s, mainly in Yap (2007) and French Polynesia (2013-14), causing
two major outbreaks. Surprisingly, during the last outbreak in Latin America (2015-16), a large
number of human-to-human transmissions were reported and the viral genome as well as
infectious particles were detected in many biological fluids of infected persons. In breast milk,
significant viral loads were detected until more than 30 days after the onset of symptoms.
However, the exact origin of infectious viral particles in breast milk and their transmissibility
to the newborn by oral route during breastfeeding remain unknown.

In this work, we demonstrated that ZIKV was able to spread to the mammary glands of
systemically- and locally-infected mice without causing any noticeable alteration of the
general architecture. In vitro, we showed that primary epithelial cells of human mammary
glands are sensitive and permissive to ZIKV infection, and that luminal and myoepithelial cells
may contribute to the viral shedding of ZIKV in breast milk. Regarding the transmissibility of
infectious viral particles to the newborn, we have shown that mice can be infected during
breastfeeding, and have characterized the oral infection of mice by ZIKV in terms of mortality
and viral neuroinvasion. Finally, while viral entry portal sites in infants during oral infection
are unknown, we have shown that different clones of human enterocyte lines were sensitive
and permissive to ZIKV infection, and that ZIKV was able to infect and cross an in vitro model
of intestinal epithelium without altering its barrier function, suggesting that the
gastrointestinal tract could be a portal site for the transmission of ZIKV from mother to child
during breastfeeding.

By combining in vitro and in vivo experiments, this study is the first to chronologically decipher
the mechanisms of the different stages of ZIKV mother-to-child transmission during

breastfeeding.
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INTRODUCTION



LE VIRUS ZIKA

A. Généralités

Le virus Zika (ZIKV) appartient a la famille Flaviviridae et au genre Flavivirus. |l s’agit donc d’un
virus enveloppé a ARN monocaténaire de polarité positive. Resté silencieux pendant les 60
premieres années aprés sa découverte, ZIKV émergea récemment en Océanie (2007) et en
Amériques (2015). De fagcon intéressante, bien que principalement transmis par les
moustiques du genre Aedes, plusieurs modes de transmission interhumaines ont été recensés

lors de la derniére épidémie en Amérique Latine (2015-16).

1. Taxonomie et évolution

e C(Classification

Le virus Zika (ZIKV) appartient a la famille Flaviviridae®. Cette famille regroupe environ 90 virus,
classés en quatre genres par le Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV,
International Committee on Taxonomy of Viruses en anglais) : le genre Flavivirus, le genre
Hepacivirus, le genre Pestivirus, et le genre Pegivirus (Figure 1). Réunissant plus d’une
cinquantaine d’espéces virales?, le genre Flavivirus est le plus représenté. L’espéce prototype
de ce genre est le virus de la fievre jaune, qui a inspiré la dénomination du genre Flavivirus et
de la famille Flaviviridae suite a I'observation de jaunisses (causées par des troubles
hépatiques) développés chez les sujets infectés, « flavus » signifiant jaune en latin.
Phylogénétiquement proche du virus Spondweni (environ 70% d’identité génétique3), classé
dans le genre Flavivirus, ZIKV a été classé dans ce méme genre (Figure 1, fleche).

Contrairement aux autres genres, les Flavivirus ont un tropisme d’hote tres diversifié : la
plupart peuvent infecter tant un hoéte vertébré (mammifere, oiseau..) qu’invertébré
(majoritairement des arthropodes tels que les moustiques, les tiques...). Principalement
transmis par les moustiques, ZIKV fait donc partie de cet ensemble de virus transmis par les

arthropodes, appelés arbovirus (arthropod-borne virus, en anglais).
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Figure 1. Relations phylogénétiques des Flaviviridae
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Des séquences partielles d’environ 800 nucléotides (chevauchant le gene NS5) provenant d’isolats
représentatifs de chaque espéce flavivirale ont été alignées. Les relations phylogénétiques entre
chaque espéce ont été estimées par la méthode du maximum de vraisemblance (« maximum
likelihood ») et représentées sous forme d’arbre phylogénétique. Le vecteur des arbovirus
appartenant au genre Flavivirus est mentionné en couleur. La fleche indique la place de ZIKV parmi les
Flaviviridae. Barre d’échelle : 1 mutation/site. Adapté du site de I'ICTV.
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e Evolution

Au cours de I’évolution de ZIKV, deux lignages principaux se sont distingués : le lignage africain
et le lignage asiatique (Figure 2). De par la faible divergence génétique entre ces deux lignages
(<11,7% de divergence nucléotidique) et le fait que le lignage asiatique se fonde dans la
diversité du lignage africain, il est communément admis que le lignage africain s’est répandu
d’Afrique en Asie, entrainant des divergences nucléotidiques et donnant naissance au lignage
asiatique®. De plus, le fait que le virus le plus proche de ZIKV — le virus Spondweni — n’ait été
détecté qu’en Afrique et qu’il existe un « cluster » africain phylogénétiquement plus éloigné
gue I’ensemble des souches connues, africaines et asiatiques réunies, renforce I’"hypothése de

I’origine africaine de ZIKV et sa migration subséquente vers |’Asie.

4 100{ KXB93555. 1/Homo sapiens/Venezuela/2016 N
KU922923.1/Homo sapiens/Mexico/2016

49{— KYB48934.1/Aedes aegypti/Mexico/2016

100 L KY765327.1/Homo sapiens/Nicaragua/2016

og [~ KB79604.1/Homo sapiens/Esmeraldas/2016
74— KX673530.1/Homo sapiens/United Kingdom/2016
- KX051563.1/Homo sapiens/USA2016

g r KU744693.1/Homo sapiens/China/2016

kliw_sﬁ KX197192.1/Homo sapiens/Brazil/2015 J
LC191864.1/Homo sapiens/Japan/2016
o KU761560.1/Homo sapiens/China/2016 Cluster Micronésien

10p | KX117076.1/Homo sapiens/China/2016
100 KJ776791.2/Homo sapiens/French Polynesia/2013
KUB81081.3/Homo sapiens/Thailand/2014
KXB694532.2/Homo sapiens/Thailand/2013
KU955593.1/Homo sapiens/Cambodia/2010
L EU545983.1/Homo sapiens/Micronesia/2007
KUB81082.3/Homo sapiens/Philippines/2012

100

43

100

Cluster Malaisien

KXB94533.2/Aedes aegyptiMalaysia/1966
100 [10677338‘1/Aedes aegypti/Malaysia/1966

—m:NC 012532.1/Monkey/Ugandaf1947
KF268950.1/Aedes africanus/Central African Republic/2013

100 | KUS63574.1/Homo sapiens/Nigeria/1968
| HQ234500.1/Homo sapiens/Nigeria/1968
100 KU955591.1/Aedes africanus/Senegal/1984
100 | KUS55595.1/Aedes taylori/Seneqgal/1984
66! KU955592 1/Aedes taylori/Senegal/1984

| s |
0.0100

Figure 2. Relations phylogénétiques des différents lignages et clusters de ZIKV

Des séquences nucléotidiques (génome complet) provenant de différents isolats de ZIKV ont été
alignées. Les relations phylogénétiques ont été estimées par la méthode du maximum de
vraisemblance (« maximum likelihood ») et représentées sous forme d’arbre phylogénétique. Pour
chaque souche, le n° d’accession GenBank, I'héte, le lieu et la date d’isolement sont indiqués. Le
lignage et le « cluster » d’appartenance sont indiqués en couleur. Barre d’échelle : 0,01 mutation/site.
Adapté de Tham HW. et collégues, 2018.
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Plus précisément, les lignages africain et asiatique se subdivisent chacun en deux
« clusters »° : les clusters Est-Africain (ou cluster Ougandais) et Ouest-Africain (ou cluster
Nigérian) constituent le lignage africain, tandis que les clusters Malaisien et Micronésien
forment le lignage asiatique (Figure 2). Concernant les souches isolées aux Amériques,
plusieurs études phylogénétiques et hypotheses d’horloge moléculaire (hypothéses selon
laquelle des mutations génétiques s"accumulent dans un génome a une vitesse constante, et
permettant ainsi de retracer dans un ordre chronologique I’évolution et la diversification
d’une espéce) ont suggéré l'introduction unique au Brésil (2013) d’une souche asiatique
appartenant au cluster Micronésien, provoquant I’'implantation et I’expansion de ZIKV sur le

continent américain®.

2. Structure et génome

e Structure de la particule virale

Comme pour tous les flavivirus, la particule virale ZIKV est sphérique et mesure environ 50nm
de diametre. Elle est constituée d’une capside de symétrie icosaédrique d’environ 30nm (T=3)
et est enveloppée d’une bicouche lipidique apparaissant Iégerement plus dense aux électrons
en microscopie électronique’ (Figure 3A).

En surface, la particule virale est recouverte de 180 protéines d’enveloppe (E) associées en
téte-a-queue sous forme de 90 homodimeéres (Figure 3B). Ancrés dans I’enveloppe virale de
fagon parallele, les homodimeres de protéines E conferent une surface parfaitement
homogéne et lisse a la particule®. De fagon stcechiométrique, chaque protéine E est associée
a une protéine de membrane M. En deca de I’enveloppe virale, 180 capsoméres (protéines C)
assemblés de facon icosaédrique composent la capside virale, renfermant le génome viral
(Figure 3C).

De fagon intéressante, les particules virales se comportent différemment selon I’hdte vertébré
ou invertébré chez lequel elles sont produites. Chez ’'THomme, dont la température corporelle
(37°C) est supérieure a celle du moustique (28°C), les particules virales sont légérement
dilatées, laissant apparaitre des zones non recouvertes par les protéines E, appelées
« patchs » de membrane® (Figure 3D). Ces particules dilatées, dont la surface est irréguliére,

sont alors qualifiées de « bumpy ».
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Figure 3. Organisation structurale de ZIKV

(A) Observation par microscopie électronique a transmission de particules virales ZIKV apres
coloration négative a I'acétate d’uranyle. Barre d’échelle : 200 nm. Adapté de Boigard H et collegues,
2017. (B) Représentation schématique de la particule mature de ZIKV vue de I'extérieur. Jaune pointillé
: un homodimeére de protéines d’enveloppe. (C) Coupe schématique de la particule ZIKV représentant
la localisation et la répartition des protéines structurales d’enveloppe (E, jaune), de membrane (M,
orange), et de capside (C, vert) autour du génome viral a ARN simple brin (sb) de polarité positive (+).
Adapté de ViralZone. (D) Représentations schématiques des particules virales produites chez le
moustique (28°C) ou chez 'Homme (37°C). A 37°C, les particules virales se dilatent, rendant la surface
irréguliere (ou « bumpy ») et les molécules de phosphatidylsérine (vert) accessibles. Adapté de Perera-
Lecoin et collegues, 2014.
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e Organisation génomique

Appartenant a la classe IV de Baltimore, ZIKV possede un génome a ARN monocaténaire de
polarité positive, coiffé et non polyadénylé. Il comporte environ 10 800 nucléotides'® et est
constitué d’un cadre unique de lecture encadré par deux régions non codantes aux extrémités
5“et 3’ (Figure 4).

Les régions non codantes 5’ et 3’ jouent un réle fondamental dans les phases de traduction et
de réplication virales. En effet, alors que la coiffe méthylguanosine de type | a I’extrémité 5’
du génome permet linitiation de la traduction virale, plusieurs structures secondaires
présentes dans la région non codante 3’ compensent I'absence de queue polyadénylée pour
favoriser le processus de traduction®!. Lors de la réplication virale, les régions non codantes
contenant des séquences UAR (« upstream AUG region », en anglais) et CS (« conserved
sequence », en anglais) jouent également un réle dans la circularisation du génome viral?,
structure nécessaire a la bonne fixation de I’ARN-polymérase ARN-dépendante.

De fagcon commune aux Flavivirus, le cadre de lecture unique du génome ZIKV code pour une
seule polyprotéine, ensuite clivée en protéines structurales et non structurales (Figure 4). Les
protéines structurales, comme leur nom l'indique, sont retrouvées au sein de la particule
virale et sont au nombre de trois : la protéine de capside C, le précurseur prM de la protéine
de membrane M, et la protéine d’enveloppe E. Les protéines non structurales, non retrouvées
dans la particule virale mais importantes dans la phase d’éclipse, sont au nombre de sept :
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, et NS5. Etant directement traduit par la machinerie
cellulaire pour synthétiser des particules virales, le génome de ZIKV est logiquement qualifié

d’infectieux.

Cadre de lecture unique

l

Al € [ en [ v [eel WS

(1) (2)

Figure 4. Organisation génomique de ZIKV

Schéma représentatif de I'organisation du génome viral de ZIKV. En haut : vue d’ensemble de la
molécule d’ARN monocaténaire contenant une coiffe méthylguanosine al'extrémité 5, les régions non
codantes 5’ et 3’ (vert), et le cadre unique de lecture (gris). En bas : organisation détaillée des
séquences codant pour les protéines structurales (1 : C, prM, E) et non structurales (2 : NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). Adapté de ViralZone.
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3. Cycleviral

Le cycle viral est composé de plusieurs étapes, regroupées en 3 grandes phases : I'entrée
virale, I'éclipse virale, et la sortie virale. La particule virale est visible lors de la phase d’entrée
et réapparait lors de la sortie virale. Lors de la phase d’éclipse, le virus se multiplie et ne se
présente plus sous forme de particules virales. De plus, I'action coordonnée de diverses
protéines non structurales ainsi que la digestion incomplete de I’ARN génomique permet le

bon déroulement du cycle viral et I'échappement a la réponse immunitaire innée.
y

e Déroulement du cycle viral

ZIKV ayant été peu étudié, certaines étapes du cycle de ZIKV sont déduites du cycle d’autres
Flavivirus (Figure 5).

Le cycle viral débute par I’entrée du virus au sein de sa cellule cible. Cette phase se compose
de deux étapes successives : la fixation de la particule virale a la surface cellulaire, suivie de
son internalisation. La phase de fixation est initiée par I’attachement de la particule virale a la
surface cellulaire grace a des interactions faibles entre les homodimeéres d’enveloppe E et des
facteurs d’attachement non spécifiques, tels que des héparane-sulfates!*!4. En retenant et
concentrant les particules virales a la surface cellulaire, ces facteurs d’attachement facilitent
ensuite la reconnaissance plus spécifique des particules virales par un ou plusieurs récepteurs.
Plusieurs récepteurs putatifs, essentiels mais non indispensables, ont été décrits comme
jouant un réle dans I'entrée virale de ZIKV, comme les lectines de type C (DC-SIGN?*?) ou les
récepteurs transmembranaires des phosphatidylsérines (TIM1'® ou AXL'"'8). Ces derniers
reconnaissent directement ou indirectement les phosphatidylsérines présentes dans la
membrane des corps apoptotiques, permettant leur phagocytose et leur élimination. Dérivée
de la membrane du réticulum endoplasmique, I’enveloppe virale de ZIKV est particulierement
riche en phosphatidylsérines, et de ce fait, mime ces corps apoptotiques. Ainsi, les particules
virales « bumpy », exclusivement produites chez les mammiferes et dont les
phosphatidylsérines sont accessibles via les patchs de membrane, pénétrent dans la cellule
cible par mimétisme apoptotique.

Suite a la reconnaissance spécifique de ZIKV par un récepteur, I'internalisation est assurée par

endocytose dépendante des clathrines'®2°, Au cours de celle-ci, I'acidification du lumen de
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Figure 5. Cycle viral de ZIKV

La protéine d’enveloppe E de ZIKV se fixe a un récepteur cellulaire (A), induisant I'internalisation de la
particule virale par endocytose dépendante des clathrines (B). L'acidification de I'endosome permet
une modification conformationnelle des protéines E ainsi que I’exposition des peptides de fusion (C),
résultant en la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane endosomale et la libération de la capside
virale dans le cytoplasme (D). Aprées décapsidation, le génome viral a ARN sb (+) est directement traduit
en une polyprotéine par la machinerie cellulaire (E). Cette polyprotéine, enchassée dans la membrane
du réticulum endoplasmique, est clivée en protéines structurales et non structurales par des protéases
cellulaires (fleches noires) et virales (fleches bleues). L'association synergique de facteurs cellulaires et
de certaines protéines non structurales forme le complexe de réplication, qui synthétise les ARN viraux
(ARN génomiques, antigénomiques, messagers) au sein des invaginations membranaires du réticulum
endoplasmique. Les protéines virales y sont également traduites (F). La nucléocapside s’assemble et
bourgeonne dans le lumen du réticulum endoplasmique (G). La particule virale migre du réticulum
endoplasmique vers I'appareil de Golgi (H), dans lequel les furines cellulaires clivent le précurseur prM
en protéine M, aboutissant a la formation de particules matures (l). Les particules virales matures et
infectieuses sont libérées dans le milieu extracellulaire par exocytose (J).

Adapté de Fernandez-Garcia et collégues, 2009.
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I'endosome provoque des modifications conformationnelles des protéines E: les
homodimeres paralléles a I’enveloppe virale se dissocient en monomeres, qui se projettent
perpendiculairement a celle-ci, résultant en I'exposition des peptides de fusion. Suite a
I’ancrage hydrophobe de ces peptides de fusion au sein de la membrane endosomale, les
monomeres E se trimérisent. La trimérisation compléete et stable des monomeéres E renforce
le rapprochement et la fusion subséquente des membranes virale et endosomale, permettant

la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme?%22,

Par des mécanismes inconnus, la décapsidation permet la libération du génome viral dans le
cytoplasme. Coiffé a son extrémité 5’ et positivement polarisé, celui-ci est directement traduit
par la machinerie cellulaire au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE). La
présence d'un cadre unique de lecture résulte en la synthése d’une polyprotéine unique
d’environ 3 400 acides aminés. Enchassée dans la membrane du RE, la polyprotéine virale est
co- et post-traductionnellement clivée en protéines structurales (C, prM, E) et non structurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). Les différents clivages permettant la séparation
des protéines virales sont a la fois effectués par des protéases cellulaires (peptidases signal
présentes dans le lumen du réticulum endoplasmique) et virales (clivage en cis par la protéase
NS3, du coté cytoplasmique). A ce stade du cycle viral, le précurseur prM et la protéine E
restent liés de fagon covalente, rendant impossible toute modification conformationnelle pH-
dépendante de E.

Parmi les protéines néosynthétisées, plusieurs protéines non structurales telles que NS1,
NS2A, NS4A, ou NS4B ont été décrites comme responsables du remodelage des membranes
cellulaires?3, aboutissant a I'invagination des membranes du RE et la formation de vésicules??.
Outre leur emplacement optimal a proximité des machineries de traduction cellulaire, ces
vésicules constitueraient des espaces confinés et réduits permettant de camoufler les
antigenes viraux des senseurs cytoplasmiques et de concentrer les éléments du complexe de
réplication. Ce dernier est principalement composé du génome viral, de protéines non
structurales, ainsi que de nombreux supposés facteurs cellulaires. L’hybridation des
séquences UAR-5" et UAR-3’ entre elles ainsi que des séquences de cyclisation CS-5" et CS-3’
entre elles, présentes dans chaque région non-codante, permet la circularisation du génome
viral et I'initiation de la réplication?2. En effet, I’hybridation des régions non-codantes 5’ et 3’

permet de rapprocher le promoteur (présent dans la région 5’) et le site d’initiation de la
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transcription (présent dans la région 3’). Ainsi, en synergie avec la protéine-hélicase NS3, la
protéine NS5, a activité ARN-polymérase ARN-dépendante, interagit avec le génome viral et
synthétise un brin d’ARN de polarité négative!?. Cet antigénome sert alors de matrice pour la
transcription de nombreux ARN de polarité positive, produits en exces et servant a la fois
d’ARN messagers et d’ARN génomiques. L’asymétrie de la transcription d’ARN (+) par rapport
aux ARN (-) reste peu connue?. En plus de sa fonction polymérase, la protéine NS5 est
responsable de la synthése de la coiffe méthylguanosine, greffée a I’extrémité 5’ des ARN (+)2°.
Grace a la proximité des machineries de traduction cellulaire, les ARN messagers sont

immédiatement traduits en protéines virales.

Enfin, lors de I"'assemblage, des dimeres de protéine C s’assemblent et interagissent avec
I’ARN génomique viral. Les nucléocapsides néoformées bourgeonnent dans le lumen du RE,
leur permettant I'acquisition d’une enveloppe dans laquelle sont enchassés prM et E, toujours
covalemment liés?’. Au cours de leur exocytose, les particules virales enveloppées migrent
vers l'appareil de Golgi, dans lequel le pH légérement acide induit une modification
conformationnelle des hétérodimeéres prM/E. Alors accessible, la précurseur prM est clivé en
protéine de membrane M par la furine cellulaire, permettant la maturation et la libération des
particules virales dans le milieu extracellulaire.

Le processus de clivage par la furine étant peu efficace, plusieurs types de particules virales
aux structures diverses coexistent lors d’une infection : des particules matures, partiellement

matures, et complétement immatures (Figure 6).

Figure 6. Types de particules virales ZIKV

Représentations schématiques de particules virales matures (A), partiellement matures (B), et
immatures (C). Protéines d’enveloppe E (jaune), précurseur prM des protéines de membrane (noir),
protéines de capside C (bleu nuit), ARN génomique viral (blanc). Enveloppe virale (bleu marine),
phosphatidylsérines (vert).

Adapté de Perera-Lecoin et collegues, 2014.
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Contrairement aux particules matures, les particules immatures ne sont pas lisses: les
protéines E ne sont pas associées en dimeéres paralléles a I’enveloppe virale mais en trimeéres,
qui se présentent sous forme de spicules perpendiculaires a I'enveloppe virale?®?°. Les
particules partiellement matures, également appelées « mozaiques », combinent les
phénotypes mature et immature. L'infectiosité des particules partiellement matures étant

assurée, celle des particules immatures reste discutée et serait dépendante des anticorps33L.

e Régulation du cycle viral

Le bon déroulement du cycle viral de ZIKV est assuré par I’action coordonnée de plusieurs
facteurs viraux, telles que les protéines non structurales et les ARN flaviviraux subgénomiques

(ou sfRNA : « subgenomic flaviviral RNA », en anglais).

En effet, alors que les protéines structurales de capside (C), de matrice (M) et d’enveloppe (E)
composent la particule virale, les protéines non structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B, et NS5) exercent des fonctions multiples, notamment dans la réplication virale,
I"assemblage des protéines structurales en néovirions, ou encore |’échappement viral a la

réponse immunitaire (Tableau 1). Ainsi, celles-ci sont qualifiées de pléiotropes?332,

L’'un des mécanismes de défense cellulaire consiste en la dégradation des ARN non coiffés et
des ARN viraux par I'exoribonucléase cellulaire XRN-1. Dans la région 3’ non codante du
génome viral de ZIKV, les structures secondaires rendent incompléte la digestion nucléasique
médiée par XRN-1, résultant en la production de fragments d’ARN non codants (de taille
inférieure a 500 paires de bases) appelés ARN subgénomiques flaviviraux, ou sfRNAs33. Ceux-
ci exercent plusieurs fonctions pro-virales, telles que I'inhibition de la signalisation de la
réponse interféron, la modulation de I’activité du complexe de réplication virale, et I'altération
de I'homéostasie des ARN messagers cellulaires via I'inhibition de XRN-134, De facon
intéressante, des disparités ont été observées dans la composition des sfRNAs des souches
virales épidémiques et non épidémiques de ZIKV, suggérant un potentiel réle de ces ARN

viraux non codants dans la virulence et la pathogénése virales®.
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Protéine non
structurale

Taille

Fonctions — Roles — Implications

NS1

48 kDa

Réplication virale (monomeres intracellulaires)
Réarrangements membranaires (diméres transmembranaires)
Echappement viral a la réponse immunitaire (hexameres
sécrétés et monomeres intracellulaires)

NS2A

22 kDa

Réplication virale
Assemblage viral
Echappement a la réponse immunitaire

NS2B

14 kDa

Réplication virale (cofacteur de NS3)

NS3

70 kDa

Clivage de la polyprotéine virale (activité sérine-protéase)
Réplication virale (activité hélicase)
Synthése de la coiffe (activité NTPase)

NS4A

16 kDa

Régulation de I'activité de NS3
Réarrangements membranaires
Induction de l'autophagie

NS4B

27 kDa

Réarrangements membranaires
Echappement a la réponse immunitaire
Induction de l'autophagie

NS5

103 kDa

Réplication virale (activité ARN-polymérase ARN-dépendante)
Syntheése de la coiffe (activité méthyl-transférase)
Echappement a la réponse immunitaire (dégradation de
STAT2)

Tableau 1. Fonctions des protéines non structurales flavivirales
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B. Epidémiologie

Le virus Zika a été découvert en 1947 en Ouganda. Au cours des 60 premiéres années apres
sa découverte, le virus circula de facon silencieuse en Afrique et en Asie, et moins de 20 cas
d’infection humaine furent recensés. Au cours du XXleme siecle, ZIKV a émergé dans les iles
du Pacifique en causant deux épidémies majeures : sur I'lle de Yap en 2007, et en Polynésie
Francgaise en 2013-14. Récemment, en 2015-16, ZIKV a émergé sur le continent américain en
provoquant la plus grosse épidémie de I'Histoire, confirmant I'importance de son potentiel
épidémique. Aujourd’hui, plus de 80 pays ont recensé la présence de cas autochtones

d’infection ZIKV3® (Figure 7).

1. Une découverte inattendue (1947)

En avril 1947, dans le cadre du programme de recherche sponsorisé par la fondation
Rockefeller visant a identifier le(s) vecteur(s) du virus de la fiévre jaune, six plateformes
contenant des macaques sentinelles ont été placées au niveau des canopées de la forét de
Zika, en Ouganda. Le 18 avril, la température d’un macaque rhésus sentinelle (n°766)
augmenta de 2°C. Trois jours apres I'apparition des symptomes, un prélevement sanguin f(t
effectué. Aprés plusieurs expériences réalisées chez des souris et un macaque rhésus (n°771),
ce prélevement sanguin permit I'isolement d’un nouvel agent filtrable, nommé alors virus Zika
(ZIKV) en référence a la forét dans laquelle il fit découvert®’. La souche isolée, dénommée
MR766 pour macaque rhésus n°766, constitue aujourd’hui la souche virale historique et

prototype de ZIKV.

L’année suivante, une autre souche virale (E/1) fat pour la premiere fois isolée a partir de
moustiques Aedes africanus capturés dans la méme zone de la forét Zika puis amplifiée dans
un macaque rhésus (n°758). Des expériences de séroneutralisation réalisées avec les sera des
macaques rhésus n°766 et 758 convalescents ont ensuite démontré que les souches MR766

et E/1 appartenaient a laméme espéce virale, démontrant que ZIKV infectait les moustiques®”’.
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2015-16 L 1947
Amérique Latine L Ouganda
(découverte)

2013-15
lles du Pacifique Sud

Figure 7. Distribution géographique de ZIKV au cours de I'Histoire

Cartographie des pays ayant rapporté une circulation active de ZIKV (rouge). Les dates clés telles que
I’année de la découverte de ZIKV ainsi que les années des épidémies sont indiquées. Création originale
d’apres le dernier rapport de I'OMS (10 mars 2017).

. Nombre de o
Date Lieu e Caractéristiques
cas estimés

*  Premiere épidémie ZIKV
5000 e 75% de la population touchée
* Pas de pathologie

Q

2007 fle de Yap

* 11,5% de la population touchée
30 000 *  Premiere apparition de SGB
(0,024%)

2013-2014 | Polynésie Frangaise

Q

*  Plus grosse épidémie ZIKV

*  Confirmation des modes de
transmission interhumaine
(transfusion sanguine, sexuelle,

750 000 transplacentaire)

*  Explosivité de I'incidence des SCZ

e Déclaration OMS : « urgence de
santé publique d’ordre
international »

R

2015-2016 Amérique Latine

Tableau 2. Caractéristiques générales des trois principales épidémies ZIKV
SGB : syndromes de Guillain-Barré ; SCZ : syndromes congénitaux liés a Zika
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Aujourd’hui, la date de la premiére détection d’un cas d’infection humaine par ZIKV reste
controversée. Alors que le premier isolat humain f(t initialement daté de 1954, d’autres
études suggerent plutét qu’il s’agirait du virus Spondweni, et que le premier cas confirmé
d’infection ZIKV daterait de 19623°. ZIKV a pour la premiére fois été isolé sur le continent
asiatique en 1966 chez le moustique (Malaisie)®® et en 1977 chez I’Homme (Indonésie)*°.

Durant les années 1950 a 1970, plusieurs études de séroprévalence humaine ont été menées
en Afrique et en Asie. Cependant, la réactivité croisée des anticorps contre les différents
membres du genre Flavivirus n’ayant pas encore été caractérisée a cette époque, les résultats
ne permirent pas de conclure sur I'agent étiologique®. Ainsi, au cours des 60 premiéres
années apres la découverte de ZIKV, moins de vingt cas humains d’infection confirmée ont été

rapportés.

2. Emergence dans les iles du Pacifique (2007-2014)

e Une premiere épidémie sur I'lle de Yap en 2007

ZIKV a émergé pour la premiére fois en dehors de I’Afrique et de I’Asie sur I'lle de Yap, en
Micronésie3®. En avril 2007, une augmentation du nombre de personnes développant des
symptomes similaires a la dengue a été observée, et la présence de conjonctivites chez
certains patients encouragea les médecins locaux a rechercher d’autres agents étiologiques.
En juin 2007, la détection du génome viral de ZIKV dans le plasma de patients infectés en
phase aiglie (moins de 10 jours apres |'apparition des symptomes) associée a I’'absence
d’infection par d’autres arbovirus confirma ZIKV comme agent étiologique. Une étude de
séroprévalence démontra qu’environ 75% de la population locale aurait été infectée, soit
environ 5 000 habitants. Parmi ceux-ci, 18,4% développérent des symptomes, dont les plus
représentés furent des éruptions cutanées, de la fievre, des arthrites/arthralgies, ainsi que des
conjonctivites. L’épidémie dura environ 4 mois, d’avril a juillet 20074 (Tableau 1).

Bien que I'origine exacte de |'épidémie reste inconnue, I’"hypothese de l'introduction d’une
personne infectée virémique par une souche appartenant au lignage asiatique en provenance
des Philippines, a partir desquelles les voyages et échanges sont fréquents et ou des infections

ZIKV ont également été mises en évidence, reste valable®®. Cette premiére épidémie,
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d’ampleur relativement importante, démontra pour la premiére fois le potentiel épidémique

de ZIKV.

e Un potentiel épidémique confirmé en Polynésie Francaise en 2013-2014

Quelques années apres I'épidémie de 2007 sur l'lle de Yap, ZIKV circula en Océanie et
provoqua une seconde épidémie sur un autre territoire, en Polynésie Francgaise. Les premiers
cas locaux furent décrits en octobre 2013, lorsque 4 patients présentant des symptomes
similaires a la dengue consultérent les instances médicales. Aprés confirmation moléculaire
de l'infection par ZIKV chez I'un d’entre eux, plusieurs dizaines de milliers de personnes
consultérent les médecins locaux®. L’épidémie dura environ 6 mois, d’octobre 2013 & avril
2014, et on estima a environ 30 000 le nombre de cas symptomatiques d’infection ZIKV a la
fin de I’épidémie, représentant environ 11% de la population polynésienne*? (Tableau 1). De
fagon concomitante, entre novembre 2013 et janvier 2014, une trentaine de personnes
infectées par ZIKV en provenance de Polynésie Frangaise furent détectés en Nouvelle
Calédonie (2014)%. L’épidémie fut déclarée de février a aolt 2014, touchant environ 1 400
personnes, soit 0,8% de la population. L'ampleur de cette épidémie, mineure par rapport a
I’épidémie polynésienne, pourrait étre expliquée par des différences de populations, de
vecteurs, et de conditions climatiques en Nouvelle Calédonie. Par la suite, entre 2014 et 2015,
la propagation rapide de ZIKV dans les fles du Pacifique Sud* f(t confirmée suite a la
notification de plusieurs cas d’infection ZIKV sur les Tles Cook, I'lle de Paques, Vanuatu, les iles
Solomon, Samoa, et Fiji.

Outre le nombre plus important de cas infectés, I’épidémie en Polynésie Frangaise en 2013-
2014 se distingua de la précédente par I’apparition de complications neurologiques associées
a l'infection. En effet, des syndromes de Guillain-Barré ont été observés chez 0,024% des
patients infectés*3, représentant une augmentation de I'incidence d’un facteur 20 par rapport

a la situation habituelle et pré-épidémique.

3. Une épidémie sans précédent aux Amérigues (2015-2016)

Suite a la circulation de ZIKV dans les iles du Pacifique entre 2013 et 2015, I'émergence virale

sur d’autres territoires peuplés de populations immunologiquement naives, tels que les
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Amériques, resta hautement probable. Au début de I'année 2015, plusieurs centres urbains
du Nord-Est du Brésil notifierent la présence de personnes présentant des exanthémes aiglies
et des symptdmes similaires a la dengue®*. En mars 2015, suite a I’laugmentation massive du
nombre de cas touchés par cette maladie, le ministére de la santé brésilien investigua I’agent
étiologique, et les premiers cas d’infection ZIKV furent rapportés dans I'Etat de Bahia, au Nord
Est du Brésil®. Les séquencages génomiques des souches virales isolées révélérent une
similarité de séquence d’environ 99% avec une souche isolée lors de I'épidémie en Polynésie
Frangaise, en 2013-2014, démontrant I’origine asiatique du virus*. Quelques mois plus tard,
en mai 2015, les premiers cas confirmés de transmission autochtone furent rapportés dans
dix-huit autres Etats brésiliens, prouvant le succés de I'introduction et de I'émergence de ZIKV
sur le continent américain®®,

De fagon inattendue, I'importance de la transmission interhumaine flt mise en évidence lors
de cette épidémie. Alors qu’une trentaine de cas de transmission sexuelle de ZIKV furent
recensés, plusieurs milliers de cas de transmission pseudo-verticale par voie transplacentaire
furent également notifiés. De plus, depuis I'’émergence de ZIKV sur le continent américain, le
ministere de la santé brésilien rapporta une augmentation explosive de l'incidence des
microcéphalies chez les nourrissons nés de femmes infectées (5 280 cas de microcéphalies
entre novembre 2015 et février 2016) par rapport a la situation pré-épidémique (moins de
200 cas par an)*. Le lien entre l'infection ZIKV et I'apparition de nombreux syndromes
neurologiques du feetus regroupés sous la dénomination « syndromes congénitaux liés a
Zika » (microcéphalies, calcifications cérébrales, anomalies ophtalmologiques, contractures
congénitales et néonatales, hypertonie...*®), fit plus tard établi au cours d’une étude
rétrospective réalisée a partir de cas infectés lors de I'épidémie en Polynésie Francaise en
2013-14%. Pour la premiére fois, le 1°" février 2016, I'infection par ZIKV fit qualifiée «
d’urgence de santé publique d’ordre international » par I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) en raison de I'expansion rapide de I’épidémie dans toute la région américaine et du
nombre important de syndromes congénitaux liés a Zika (Tableau 1).

L’épidémie dura jusqu’en novembre 2016, infectant environ 750 000 personnes (440 000 —
1 300 000) et touchant plus de 60 pays de la région Caraibes, d’Amérique du Sud, d’Amérique
Centrale, et d’Amérique du Nord*. De plus, entre juillet 2015 et mai 2016, ZIKV s’est
également propagé au Cap Vert, provoquant la premiere épidémie liée a ZIKV recensée sur le

sol africain (7 000 cas confirmés d’infection ZIKV et 18 cas de microcéphalies) °°.

36



C. Ecologie virale

1. Circulations selvatique et rurale/urbaine

e Définitions

Appartenant a la catégorie des virus transmis par les arthropodes, simplifiés sous le nom
d’arbovirus, ZIKV est capable d’infecter deux types d’hotes : un hote vertébré, permettant le
maintien et I'amplification du virus dans un écosystéme ; et un hote invertébré, jouant le role
de vecteur, assurant la transmission du virus entre deux hotes vertébrés. Bien que plusieurs
types de vecteurs aient été identifiés comme responsables de la transmission de divers
arbovirus (moustiques, tiques, moucherons...), seuls les moustiques sont concernés par la

transmission de ZIKV.

Selon I’écosysteme dans lequel circule le virus, on distingue deux types de cycles. On parle de
cycle selvatique pour caractériser la circulation du virus entre des hétes non humains et des
moustiques zoonophiles, principalement en contexte forestier. En revanche, le cycle rural ou
urbain qualifie la circulation de ZIKV entre 'Homme et les moustiques anthropophiles au sein
de villages ou de villes, respectivement. La transition entre les cycles selvatique et rural/urbain
a lieu lors d’introductions humaines en forét, par exemple en périodes de chasse ou de
déforestation, et est facilitée par des moustiques zoono-anthropophiles. Ainsi, lorsque la
circulation selvatique « déborde » et permet une ou plusieurs infections humaines, on parle
de « spillover ». A I'inverse, lorsque I'infection d’hétes non humains en forét fait suite a une
introduction humaine infectée, on parle de « spillback » (Figure 8).

Il est important de noter que le « spillover » n’entraine pas systématiquement une entrée
pérenne de ZIKV dans le cycle rural/urbain. En effet, I’adaptation virale au nouvel hote, le
statut immunologique de la population humaine, 'abondance du vecteur anthropophile, ainsi
que divers facteurs environnementaux tels que les conditions climatiques modulent cette
transition. De la méme fagon, I'augmentation de la rapidité et de I'intensité d’exécution du
cycle rural/urbain lors des épidémies est hautement dépendante de ces parameétres. Ainsi, les
différences de (séro)prévalence observées sur des territoires a la démographie équivalente

(environ 270 000 habitants) en Polynésie Francaise (11,5%) et en Nouvelle Calédonie (0,8%)
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pendant I'épisode épidémique en 2013-2014 pourraient étre expliquées par ce type de
différences.
Lorsque les cycles selvatique ou rural/urbain sont assurés de fagon permanente dans un

écosysteme, on parle de zones d’enzootie ou d’endémie, respectivement.

Outre par cette alternance d’hotes vertébrés et invertébrés, ZIKV circule également
directement entre les vecteurs, permettant le maintien et la perpétuation du virus dans la
population de moustiques, y compris en absence d’hétes ou en présence d’hotes immunisés
(Figure 8). Cette circulation inter-invertébrée est assurée selon deux modes : par transmission
verticale de ZIKV d’un moustique femelle a sa descendance lors du cycle gonotrophique®?, et
par transmission horizontale entre deux moustiques lors de la copulation (transmission
vénérienne dans les sens male — femelle et femelle — male)®*°3. Ces deux modes de

transmission inter-invertébrés ont également été mis en évidence pour d’autres arbovirus>*>>.

Cycle Cycle
SELVATIQUE RURAL/URBAIN

% M L

)
o

LAl

N

Figure 8. Circulation naturelle de ZIKV

ZIKV circule de fagon selvatique entre des hotes amplificateurs non humains (ex : primates non
humains) et des moustiques zoonophiliques (ex : Aedes africanus, Ae. furcifer, Ae. luteocephalus, Ae.
vitattus, Ae. dalzieli,... ), et de facon rurale ou urbaine entre I’'Homme et des moustiques (zoono-
Janthropophiles (ex : Ae. albopictus, Ae. aegypti,...). La transition entre les cycles selvatique et
rural/urbain par ZIKV s’appelle le « spillover », |a transition inverse étant nommée « spillback ». ZIKV
est également transmis de vecteur en vecteur, soit pendant le cycle gonotrophique (transmission
verticale), soit pendant la copulation (transmission vénérienne). Création originale
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e Lesvecteurs de ZIKV

A I'heure actuelle, plusieurs espéces de moustiques ont été décrites comme infectées par
ZIKV. En revanche, il est difficile de déterminer avec certitude leur implication dans la
transmission virale.

En effet, le vecteur doit dans un premier temps étre compétent pour la transmission du virus.
Contrairement aux virus de plantes, pour lesquels la transmission vectorielle peut étre
mécanique, la transmission de ZIKV est exclusivement circulante propagative, et nécessite
donc une réplication chez I’"h6te invertébré afin d’étre transmis lors d’un second repas
sanguin®®. La compétence vectorielle d’'un moustique pour un arbovirus infectant les animaux
est ainsi définie par sa capacité a étre infecté par ce virus, puis a autoriser sa dissémination
dans l'organisme, et enfin a assurer sa transmission via la salive. D’aprés une étude
systématique, 8 vecteurs, dont la majorité appartiennent au genre Aedes, se sont montrés
compétents pour la transmission de ZIKV>’ : Aedes aegypti, Aedes albopictus, Aedes vexans,
Aedes notoscriptus, Aedes camptorhynchus, Aedes vittatus, Aedes luteocephalus, et Culex
quinquefasciatus. Cependant, exclusivement mesurée en laboratoire, la compétence
vectorielle n’est pas suffisante. L'isolement du virus a partir de moustiques capturés sur le
terrain est alors nécessaire pour soupconner leur role potentiel en contexte endémique ou
épidémique. Depuis 1948 et le premier isolement de ZIKV a partir de moustiques Aedes
africanus en Ouganda, une trentaine de moustiques capturés sur le terrain ont permis
Iisolement de ZIKV>" : 22 espéces du genre Aedes, 4 espéces du genre Culex, 2 espéces du
genre Anopheles, 2 espéces du genre Eretmapodites, et 1 espece du genre Mansonia. En
revanche, leur réel impact sur la transmission virale n’est pas connu.

A ce jour, alors qu’une quinzaine de vecteurs seraient potentiellement impliqués dans la
circulation selvatique de ZIKV, seulement 2 ont été clairement identifiés comme responsables
de l'intensité des cycles rural/urbain au cours des épidémies: Aedes aegypti et Aedes

albopictus®®.

e Le spectre d’héte de ZIKV

Durant le cycle selvatique, les hotes non humains jouent un réle fondamental dans le maintien

et I'amplification du virus. A ce jour, plus de 60 especes animales ont été identifiées comme
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étant naturellement infectées par ZIKV (mammiféres, oiseaux, amphibiens, reptiles)®’.
Cependant, les diagnostics ayant été établis sur la base de la présence d’anticorps, la réactivité
croisée entre les différents Flavivirus pourrait étre a |’origine d’une potentielle surestimation.
Quoi qu’il en soit, les primates non humains (PNH) représentent une part majoritaire, parmi
lesquels cing espéeces ont développé, suite a une infection expérimentale, des charges virales
importantes et compatibles avec une transmission vectorielle®’.

En 2015, durant I'épidémie de ZIKV, plusieurs PNH ont été naturellement infectés>%°,
démontrant I'existence d’un « spillback » de ZIKV chez les PNH du Nouveau-Monde suite a
I'introduction et I'’émergence de ZIKV sur le territoire américain. D’'un point de vue
expérimental, la susceptibilité de marmousets du Nouveau-Monde a également été
démontrée®l. En revanche, la capacité de ces PNH a entretenir le cycle selvatique de ZIKV sous

forme d’enzootie en Amériques reste encore a démontrer.

2. Modes de transmission a I’'Homme

e Transmission vectorielle

La transmission vectorielle, c’est-a-dire la transmission d’un virus d’un individu donneur
(infecté) a un individu receveur (non infecté ou infecté) par I'intermédiaire d’un vecteur,

constitue le mode de transmission majoritaire de ZIKV, le plus connu, et le plus décrit®2,

Les mécanismes associés a la transmission vectorielle de ZIKV sont largement étudiés (Figure
9). La premiere étape de ce processus concerne I"acquisition du virus par le moustique. Durant
leur vie, les moustiques femelles nécessitent un apport de protéines et de fer afin de produire
leurs ceufs. Non retrouvés dans le nectar, ces nutriments sont présents en grande quantité
dans le sang de nombreux animaux, dont 'Homme. En période de reproduction, certain(e)s
moustiques femelles, hématophages, peuvent effectuer plusieurs repas sanguins par jour.
Lors de ces repas sanguins, le moustique plante son stylet dans un vaisseau sanguin afin d’en
aspirer le contenu. En amont de l'aspiration du sang, la salive, riche en molécules
anticoagulantes, anti-inflammatoires, et anesthésiantes, est inoculée, facilitant le
prélevement sanguin par le moustique et le rendant indolore pour I'h6te. Lorsque le

moustique femelle effectue son repas sanguin chez une personne infectée et virémique, les
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particules virales présentes dans le sang sont ingérées par le moustique, alors infecté de facon

chronique.

Infection Dissémination Transmission
3

/ 2 /f % J =

1 J

PERIODE D’INCUBATION EXTRINSEQUE

Figure 9. Mécanismes de transmission vectorielle

La transmission vectorielle de ZIKV peut étre décomposée en 3 étapes : I'infection du moustique, la
dissémination virale dans ce moustique, puis la transmission du virus. Suite a un repas sanguin
infectant (1), le moustique ingére des particules virales. Celles-ci infectent et franchissent la barriere
intestinale du moustique (2), permettant leur libération dans I’hémocoele. Les particules virales
disséminent alors vers tous les organes de I'insecte (3), y compris les glandes salivaires (4). Via la salive,
les particules virales néoformées sont inoculées a un hote lors d’un repas sanguin (5). La durée écoulée
entre I'ingestion et la transmission de ZIKV est appelée période d’incubation extrinséque.

Adapté de Chouin-Carneiro et collegues, 2017.

La circulation du virus au sein du vecteur peut étre décomposée en plusieurs étapes. Dans un
premier temps, le virus interagit avec la barriere intestinale du moustique. L’infection et le
franchissement de cette derniere permettent la libération du virus dans I’hémocoele, cavité
interne contenant I’hémolymphe dans laquelle baignent les organes et muscles du moustique
: on parle de « midgut infection barrier » (MIB) et de « midgut escape barrier » (MEB),
respectivement. Dans un second temps, ZIKV dissémine dans tous les organes du moustique
y compris les organes génitaux afin d’entretenir la transmission verticale. De la méme fagon,
ZIKV infecte et franchit I’épithélium délimitant les glandes salivaires afin d’étre excrété dans
la salive : on parle alors de « salivary glands infection barrier » (SIB) et de « salivary glands
escape barrier » (SEB). Via la salive, les nouvelles particules virales sont alors injectées au
second hoéte lors d’un second repas sanguin. De plus, sous réserve du maintien de l'infectiosité

de ZIKV dans I’environnement, I'urine contaminée de personnes infectées peut également
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représenter un risque en étant épandue par miction dans des gites larvaires artificiels ou
naturels, ol les moustiques acquiérent le virus au cours de leur reproduction®.

La durée écoulée entre I'acquisition et la transmission du virus par le moustique s’appelle
période d’incubation extrinséque (Figure 9). Celle-ci varie en fonction de divers parametres

tels que I'espéce de moustique ou la température extérieure®.

Basée sur cette circulation propagative chez le vecteur, la compétence vectorielle constitue le
parametre principalement mesuré en conditions expérimentales afin de déterminer le
potentiel intrinseque d’une espece de moustique a transmettre un virus. Celui-ci repose sur
la mesure de ses taux d’infection, de dissémination, et de transmission virale. Etant donné
gue plusieurs espéces de moustiques naturellement infectées par ZIKV sont également
compétentes pour la transmission de ZIKV en conditions expérimentales, plusieurs espéeces de
moustiques peuvent constituer le role de vecteur dans le cadre de la transmission vectorielle
de ZIKV a I'Homme. Cependant, la transmission virale dépend également de facteurs
extrinséques (abondance de vecteurs, conditions climatiques,...). Ainsi, la capacité vectorielle
constitue un second parametre non négligeable évaluant le potentiel d’'une population de
moustiques a transmettre un virus, quelle que soit leur compétence vectorielle intrinseque.
Selon I'abondance d’une population de moustiques, sa fréquence de repas sanguins ainsi que
son index de préférence a piquer ’'Homme, la capacité vectorielle permet de rationaliser le
risque associé a la présence ou non de ce méme vecteur sur un territoire. Ainsi, une population
abondante de moustiques faiblement compétents pour la transmission de ZIKV pourra
entretenir une capacité vectorielle supérieure a une population peu représentée de
moustiques trés compétents. Etant donné que I’abondance d’une population de moustiques,
et a fortiori la capacité vectorielle, est variable selon |'aire géographique et la période

temporelle, il est ainsi difficile, de fagon rétrospective, d’incriminer un vecteur avec certitude.

Suite a des collectes de moustiques menées en contexte épidémique en 2007 sur I'fle de Yap®®,
le moustique prépondérant identifié fOt Aedes hensilli. En revanche, bien que majoritairement
représenté par rapport a d’autres especes telles qu’Aedes aegypti, aucun individu infecté de
cette espéce n'a été détecté infecté par ZIKV sur le terrain®. De plus, sa faible compétence
vectorielle pour la transmission de ZIKV remet en question son role dans I'épidémie de 2007.

De la méme facon, plusieurs especes de moustiques ont été capturées en Polynésie Francaise,
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dont les deux majoritaires sont Aedes aegypti et Aedes polynesiensis. Contrairement a Aedes
aegypti, les indices de transmission mesurés en laboratoire chez Aedes polynesiensis sont
nuls®®. Lors de I'épidémie de 2015-2016, les moustiques Aedes aegypti et Aedes albopictus
constituérent les espéces de moustiques infectés majoritaires en Amérique Latine®.
Expérimentalement, ces deux especes ont également été démontrées comme étant

compétentes pour la transmission de ZIKV®7/8,

A ce jour, Aedes aegypti et Aedes albopictus sont reconnues comme les deux principales
especes responsables de la transmission vectorielle de ZIKV a I’'Homme (Figure 10).

Aedes aegypti est un moustique exclusivement anthropophile. Vivant en contact avec
I"'Homme, cette espece est principalement retrouvée dans les villes ou les villages, et établit
principalement des gites larvaires d’origine artificielle (pots, soucoupes, piscines,...). Ce
moustique serait surtout impliqué dans le cycle rural/urbain. Aedes albopictus, ou moustique
tigre, est plutdt anthropo-zoonophile et pourrait jouer un réle lors des transitions entre les
cycles selvatique et rural/urbain. Cette espéce de moustique peut s’adapter aux cadres
forestier, rural, périurbain, et urbain, et constitue des gites larvaires a la fois artificiels (pots,
soucoupes, piscines,...) au contact de 'Homme et naturels (troncs d’arbres, flaques d’eau,...)
en zones non urbaines. Suite a son introduction dans une région, Aedes albopictus a un

potentiel d’infestation important, faisant de cette espece I'une des plus invasives au monde.

La transmission vectorielle occupe une place importante lors des émergences arbovirales et
des épisodes épidémiques. En 1993 et 1996, des épizooties liées au sous-type IE du virus de
I’encéphalite équine vénézuélienne (VEEV) au Mexique furent associées a une augmentation
de sa transmission vectorielle suite a une mutation dans la glycoprotéine d’enveloppe®. De la
méme fagon, une mutation simple dans la glycoprotéine d’enveloppe du virus du chikungunya
(CHIKV) entraina une adaptation au vecteur Aedes albopictus, principal vecteur lors de
I’épidémie ayant eu lieu a La Réunion en 2005-20067°.

De fagon intéressante, une étude récente a démontré qu’une mutation dans la protéine non
structurale NS1 de ZIKV a permit d’augmenter 'acquisition du virus par le moustique’®. En
effet, cette mutation A188V potentialise la fonction de NS1 en inhibant la réponse interféron
de I'héte’?, résultant en une charge virale plus importante et donc plus propice a une

acquisition par le moustique. Ayant approximativement été introduite en 2012, cette

43



mutation entrainant I"augmentation de la transmission vectorielle de ZIKV pourrait étre a

I’origine des épidémies ayant eu lieu en Polynésie Frangaise et en Amérique latine.

Afrique @ Aedes Aedes @ Asie
aegypti albopictus

(moustique tigre)
X :.f‘:.‘
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anthropophile
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Figure 10. Caractéristiques générales des deux principaux vecteurs de ZIKV

Les principaux moustiques impliqués dans la transmission vectorielle de ZIKV lors des épidémies sont
Aedes aegyti (a gauche) et Aedes albopictus (a droite). Ae. aegypti provient d’Afrique et vit au contact
de 'Homme dans les régions tropicales. Il est exclusivement anthropophile et effectue plusieurs repas
sanguins par cycle gonotrophique. Ae. albopictus, également appelé moustique tigre, provient d’Asie
et s’est répandue dans les régions tropicales et tempérées. Il pique aussi bien ’'Homme que I’animal,
mais n’effectue qu’un repas sanguin par cycle gonotrophique.

e Transmission non vectorielle

Bien que majoritaire, la transmission vectorielle ne constitue pas le mode de transmission
unique de ZIKV. Ce virus se distingue des autres arbovirus par son excrétion dans de nombreux
fluides biologiques’’4 tels que la salive’>’®, les larmes’’, le liquide nasopharyngé’®, I'urine’~
82 le sperme®, |es sécrétions vaginales®®®’, et le lait maternel’®®0, |3 détection de
génome viral et/ou de particules infectieuses dans ces fluides biologiques de personnes
infectées soulévent donc des questions concernant le risque de transmission interhumaine.

A ce jour, trois modes de transmission non vectorielle et interhumaine de ZIKV sont reconnus
: horizontalement par transfusion sanguine et par voie sexuelle, et pseudo-verticalement par

voie transplacentaire’®.
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- Transmission par transfusion sanguine

Comme pour tout agent pathogene circulant dans la circulation sanguine, le risque de
transmission interhumaine de ZIKV par transfusion sanguine existe. Nécessitant un don de
sang prélevé a partir d’'un donneur infecté virémique, ce mode de transmission a pour la
premiere fois été suggéré en 2015 lorsque deux patients hospitalisés au Brésil furent
transfusés avec du sang provenant de donneurs infectés’®. L'infection ZIKV fut confirmée, et
I'un des deux patients développa des symptdémes. Bien que la transmission par transfusion
sanguine ne fOt pas formellement confirmée par séquencage des souches virales, la
transmission vectorielle fOt tout de méme écartée car le patient ayant développé des
symptomes était confiné en unité de soins intensifs depuis 3 mois. L’évidence du potentiel de
transmission de ZIKV par transfusion sanguine fut ensuite établie en 2016 lorsque deux
receveurs de concentrés de plaquettes provenant d’un unique donneur infecté furent
diagnostiqués infectés par ZIKV. L’identité phylogénétique des trois souches isolées a partir
des trois individus confirma la transmission par transfusion sanguine®!. Enfin, puisque presque
3% des donneurs de sang furent diagnostiqués positifs pour ZIKV lors de I'épidémie en
Polynésie Francaise, ce mode de transmission aurait également pu jouer un réle dans
I’ampleur de I'épidémie en 2013-2014%.

La transmission des arbovirus par transfusion sanguine a déja été démontrée pour les virus de
la dengue (DENV)®3, du Nil Occidental (WNV)®3, de I’encéphalite a tiques (TBEV)®3, et de la
Riviére Ross (RRV)®4. En revanche, étant données la courte fenétre virologique correspondant
a la période de virémie ainsi que l'existence de tests diagnostiques et de méthodes

d’inactivation®®, ce mode de transmission peut étre facilement limité.

Alors que la transmission virale par transfusion sanguine peut potentiellement exister pour
tous les arbovirus, deux modes relativement importants de transmission interhumaine
caractéristiques de l'infection ZIKV ont été notifiés lors des épidémies en Polynésie Francaise
et en Amérique Latine : horizontalement par voie sexuelle, et pseudo-verticalement par voie

transplacentaire.

- Transmission sexuelle
Le premier cas de transmission sexuelle par ZIKV fut décrit en 2011 suite a une expédition

scientifique ayant eu lieu en 2008%. Au retour d’un séjour dans le Sud-est du Sénégal, un
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scientifique américain développa une hémospermie (sang dans le sperme) associée a des
éruptions cutanées, une fatigue extréme ainsi que des maux de téte. Sa femme, restée aux
Etats-Unis et n’ayant jamais voyagé depuis 2007, développa a son tour des symptémes non
spécifiques quelques jours apres le retour de son mari. Les deux patients furent ensuite
diagnostiqués infectés par ZIKV, suggérant une transmission virale par voie sexuelle. La
transmission sexuelle de ZIKV fut par la suite démontrée dans plusieurs pays ou la
transmission vectorielle n'était pas considérée a I'époque (Allemagne, Italie, Espagne,
France,...)”’. Aujourd’hui, plus de 70 cas de transmission sexuelle de ZIKV ont été recensés®,
majoritairement suite a des relations hétérosexuelles dans le sens homme — femme, mais
également suite a des relations hétérosexuelles dans le sens femme — homme®® et
homosexuelles homme — homme!®. Le caractére bidirectionnel de la transmission sexuelle
de ZIKV supporte ainsi l'infectiosité des sécrétions vaginales et du sperme. De plus, étant
donnée la détection du génome viral jusqu’a plus de 70 jours dans les sécrétions vaginales!!
et 180 jours dans le sperme’®?, le Centre de Contrdle et de Prévention des Maladies aux Etats-
Unis (CDC — Center for Disease Control and Prevention) recommande le port de préservatifs
et/ou I'abstinence sexuelle pendant 6 mois ou 8 semaines apres I’apparition des symptémes,
selon si’"homme ou la femme constitue le partenaire infectant, respectivement!2, D’un point

de vue expérimental, I'efficacité de la transmission sexuelle de ZIKV a également été

103 104

démontrée in vivo dans les modeles simien*®> et murin*®*, avec observation d’une réplication

virale dans les tissus génitaux male et femelle®’.

- Transmission transplacentaire
Durant I’épidémie en Amérique Latine en 2015-2016, c’est I'augmentation du nombre de cas
de microcéphalies chez les nourrissons nés de femmes infectées par ZIKV qui suggéra dans un
premier temps une potentielle transmission virale durant la grossesse. Par la suite, la
détection du génome viral et de particules infectieuses ZIKV dans le liquide amniotique de la
mere, ainsi que dans le placenta, le sérum, et le cerveau des nouveau-nés présentant des
anormalités cérébrales, y compris dans les cas d’avortement, ont confirmé la transmission in
utero de ZIKV'®, Grace a des études expérimentales effectuées chez la souris, il a été
démontré que la transmission in utero de ZIKV était assurée suite au franchissement de la
barriére placentaire!®. Ainsi, lorsqu’une femme enceinte est infectée par ZIKV, celui-ci est

capable d’étre transmis au foetus en franchissant la barriere placentaire, et ce a tout moment
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de la grossesse : au premier, au deuxieme, ou au troisieme trimestre. Bien qu’observé pour la
premiere fois lors de I’épidémie en 2015-2016, une étude rétrospective indiqua que ce mode
de transmission e(it également lieu lors de I’épidémie en Polynésie Francaise en 2013-2014%°,
De par la pathogénicité sévere observée chez les nouveau-nés suite a I'infection congénitale,
la transmission pseudo-verticale de ZIKV de la mere a I'enfant in utero par voie
transplacentaire retint I’attention de la communauté scientifique et du grand public a I’échelle

internationale.

- Autres modes de transmission interhumaine
De facon intéressante, la transmission post-natale de ZIKV au cours de I’allaitement maternel
a été suggérée d'un point de vue épidémiologique (études de cas), mais la preuve
expérimentale de la plausibilité de ce mode de transmission reste a démontrer (Figure 11). En
effet, d'importantes charges virales (génome et/ou particules infectieuses) ont été détectées

dans le lait maternel de plusieurs femmes infectées'®’

, ¥ compris plus de 30 jours aprés
I’apparition des symptdmes®. De plus, des prélévements de lait maternel d’une femme
infectée ainsi que de I'urine de son enfant allaité et agé de 5 mois ont permis la caractérisation
de deux souches de ZIKV phylogénétiquement trés proches (99% d’identité de séquence, 2
mutations), suggérant une potentielle transmission de ZIKV de la mére a I'enfant au cours de
I’allaitement%8109, |’4ge avancé (5 mois) ainsi que I’environnement sous air conditionné du
nourrisson permirent d’écarter des potentielles transmissions intra-utérine et vectorielle,
respectivement. D’un point de vue expérimental, alors que le lait maternel ne semble pas
exercer d’effet inhibiteur sur 'infectiosité de ZIKV!%111 seule la transmissibilité de ce virus
par voie orale a été démontrée in vivo chez le singe'??113, Bien que ces travaux renforcent la
plausibilité de la transmissibilité de ZIKV par voie orale suite a I'ingestion de lait infectieux, des

études supplémentaires sont aujourd’hui nécessaires pour démontrer formellement la

transmission de ZIKV par allaitement maternel.

Pour conclure, ZIKV se distingue des autres arbovirus de par I'importance que représentent
ses modes de transmission interhumaine. Cependant, la part épidémiologique représentée
par ces dernieres par rapport a la transmission vectorielle reste indéterminée. Quoi qu’il en

soit, ces modes de transmission interhumaine pourraient permettre I'introduction du virus
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dans des régions ou la transmission vectorielle y est limitée et favoriseraient ainsi le succes

d’une émergence virale dans de nouvelles régions.
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Figure 11. Transmission de ZIKV de la mére a I'enfant au cours de I'allaitement maternel

(A) Deux publications basées sur la méme étude ont décrit un cas de transmission mere-enfant par
allaitement maternel. Blohm et collégues ont rapporté la présence de deux souches virales quasi-
identitiques (99% d’identité de séquence) dans le lait maternel d’'une femme infectée allaitante et
I'urine de son nourrisson agé de 5 mois et placé sous air conditionné. AAS : aprés apparition des
symptomes. (B) Exemple de chronologie d’un cas suspect de transmission de ZIKV au cours de
I’allaitement maternel. Le nourrisson, allaité a partir de I’'age de 3 jours d’'une mere infectée, est
également devenu infecté. Le lait maternel, non testé a ce moment, s’est révélé positif 5 jours plus
tard.
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D. Physiopathologie

1. Tropisme et dissémination chez I’'h6te

e Généralités

Lors d’une piqlre infectante par un moustique, ZIKV est relargué avec la salive du moustique
dans le derme de I’hGte ainsi que dans un vaisseau sanguin (Figure 12). Dans le derme, ZIKV
peut infecter de fagon productive les cellules épithéliales de la peau telles que les
kératinocytes, mais aussi les fibroblastes et les cellules dendritiques immatures'®, ce qui
contribue a I"'amplification locale du virus. La sensibilité et la permissivité des cellules de
Langerhans ainsi que des macrophages résidents de I'épiderme et du derme n’ont pas été
démontrées. Dans la circulation sanguine, ZIKV cible préférentiellement les monocytes!!*, et
dans une moindre mesure les cellules dendritiques circulantes. En revanche, les cellules
immunitaires de la lignée lymphoide (lymphocytes T, B, NK) sont peu sensibles a I'infection!4,
La forte dose infectante inoculée par le moustique au cours du repas sanguin, 'amplification
virale associée a I’'abondance de cellules permissives a l'infection, ainsi que la rapidité du cycle
viral de ZIKV (une dizaine d’heures) contribuent a une apparition rapide de la virémie,
observée dés le premier ou le deuxiéme jour chez plusieurs modéles animaux!'>?’, Durant
cette phase de virémie, qui dure environ une semaine, la particule virale libre est capable
d’infecter les cellules endothéliales tapissant les parois des vaisseaux sanguins ainsi que de
nombreuses cellules épithéliales, permettant le franchissement de barrieres anatomiques et
la dissémination virale dans plusieurs organes tels que le cerveau, le cceur, les poumons, le
foie, les yeux, les reins, les intestins, les muscles, les glandes mammaires, les testicules,
etc!'>16 (Figure 12). Dans le cas de I'infection d’une femme enceinte, ZIKV est également
capable de franchir la barriére placentaire, aboutissant a I'infection du feetus!!®. De plus, en
infectant les différents sous-types de monocytes circulants et en induisant une expansion des
populations monocytaires CD16*14, spécialisées dans I'infiltration des organes par migration
transendothéliale, ZIKV pourrait également disséminer dans certains organes sous forme
associée aux cellules par un mécanisme appelé « cheval de Troie », mais cela reste a

démontrer.
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Figure 12. Dissémination de ZIKV chez ’h6te
Schéma récapitulatif de la dissémination de ZIKV dans I'organisme de I’'hGte aprés acquisition du virus
suite a une piqure infectante de moustique infecté. Création originale
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Dans le méme temps, véhiculé par les cellules dendritiques, ZIKV gagne les organes
lymphoides tels que la rate ou les ganglions lymphatiques, ou la mise en place rapide de la
réponse immunitaire permet de restreindre I'infection périphérique, aboutissant a une chute
de la virémie. La plupart des anticorps anti-ZIKV produits sont dirigés contre la protéine E. En
revanche, I'infection du cerveau, des yeux et des testicules, immunologiquement privilégiés,
peut résulter en une persistance virale dans ces organes.

Il est intéressant de noter que le role des anticorps anti-DENV préexistants sur I'infection ZIKV
reste controversé. Il a été montré que ces anticorps pouvaient, de par leur réactivité croisée
avec ZIKV, a la fois contribuer a la clairance virale de ZIKV (par neutralisation) ou au contraire
favoriser linfection de plusieurs types cellulaires (par ADE, « antibody-dependant
enhancement » en anglais)'*®120, Le réle neutralisant ou favorisant de ces anticorps sur
I'infection ZIKV serait également lié a leur concentration sérique : de fortes concentrations
d’anticorps anti-DENV pourraient contribuer a la neutralisation et a la clairance de ZIKV, alors
que de faibles concentrations permettraient d’augmenter 'efficacité de l'infection ZIKV par

ADE?L,

e Excrétion virale dans les fluides biologiques

Contrairement aux autres arbovirus, ZIKV est excrété dans l'urine’®®?, la salive’’®, les
larmes’’, le liquide nasopharyngé’®, , le sperme®2, les sécrétions vaginales®®®’, et le lait
maternel’®8890_ Alors que la virémie dure environ une semaine, ZIKV persiste dans certains

de ces fluides biologiques, y compris aprés la clairance du virus en périphérie (Figure 12).

- Urine
La présence de ZIKV dans 'urine a été détectée pour la premiere fois chez une voyageuse
japonaise rentrant d’un séjour en Polynésie Francaise en 20148, Cinq jours aprés I'apparition
des symptomes, alors que sa virémie était nulle, c’est la détection de particules infectieuses
dans son urine qui permit de diagnostiquer I'infection ZIKV. L’excrétion virale de ZIKV dans
'urine a été détectée jusqu’a 30 jours apres l’apparition des symptomes et peut ainsi
permettre un diagnostic tardif de cette infection®2. De facon intéressante, le génome viral a

également été détecté dans les féces d’un patient infecté en phase aigtie'?2.
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- Prélévements nasopharyngés
Deux études de cas ont rapporté la présence de génome viral ZIKV dans des préléevements
nasopharyngés issus de personnes infectées et symptomatiques’®. En revanche, la présence

de particules infectieuses n’a pas été démontrée.

- Salive
Dans la salive, des charges virales 100 000 fois plus élevées que dans le sérum ont été
détectées 5 jours apres 'apparition des symptdmes, avec une persistance jusqu’a 29 jours
apreés I'apparition des symptémes’. L’excrétion de particules infectieuses dans la salive a été
confirmée chez d’autres patients ainsi que chez des primates non humains infectés de fagon

expérimentalel>123,

- Larmes
Bien que non systématique, I"excrétion virale de ZIKV dans le liquide conjonctival a été mise
en évidence chez 3 patients convalescents’’, et des particules virales infectieuses ont été

isolées a partir des glandes lacrymales et des larmes de souris infectées par ZIKV!?4,

- Sperme et sécrétions vaginales
De facon intéressante, I'excrétion de ZIKV dans les sécrétions génitales a également été
décrite. Alors que le génome viral a été détecté jusqu’a plus de 70 jours post-infection dans

101 celui-ci a été détecté jusqu’a 6 mois post-infection dans le

les sécrétions vaginales
sperme!®?, Dans ce dernier des particules infectieuses ont également été détectées. En 2019,
Ganor et ses collegues ont démontré que les macrophages urétraux constituaient
d’importants réservoirs cellulaires du VIH-11%°. Alors que ZIKV infecte préférentiellement les
cellules myéloides, dont les monocytes et les macrophages, l'infection des macrophages
urétraux par ZIKV pourrait contribuer a la persistance virale dans le tractus génital male et
I’excrétion prolongée dans le sperme.

Enfin, la persistance virale de ZIKV dans le sperme comparée a I'excrétion bréve dans les

sécrétions vaginales pourrait également expliquer la prépondérance du sens homme — femme

des transmissions de ZIKV par voie sexuelle.
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- Lait maternel
Al'image d’autres arbovirus, d'importantes charges virales ont également été détectées dans
le lait maternel. En septembre 2014, le génome viral de ZIKV ft pour la premiere fois détecté
dans le lait maternel de deux femmes infectées’®. La premiére détection de particules
infectieuses ZIKV a été notifiée en juillet 2015 chez une femme infectée peu avant
I’accouchement®, et fut confirmée par la suite chez d’autres patientes, y compris 30 jours
apres I'apparition des symptomes®°. Dans le modéle murin, ZIKV a également été détecté dans

le lait maternell26.

L’excrétion du virus dans les fluides biologiques associés aux organes infectés constitue I'une
des caractéristiques de l'infection ZIKV. Celle-ci pourrait étre due a l'infiltration de cellules
infectées mais également au tropisme cellulaire a large spectre de ZIKV, notamment suite a
I'infection de nombreux organes excréteurs tels que les appareils reproducteurs male et
femelle, les yeux, ou les glandes mammaires. De plus, par rapport a d’autres Flavivirus, la
structure plus compacte de ZIKV pourrait également permettre une meilleure stabilité virale

127

dans ces différents fluides'/, résultant ainsi en une meilleure détection. A ce jour, outre la

détection de particules infectieuses dans presque tous les fluides biologiques cités, des études
in vitro de la préservation de I'infectiosité de ZIKV dans ces fluides ont été menées uniquement

112, et le lait materne[110111,

dans I'urine®3128, |a salive
Enfin, étant donnée la disponibilité et la facilité de prélevement (non-invasif) de ces fluides
biologiques ainsi que la persistance virale associée a certains de ces derniers (salive, urine),

leur utilisation en tant qu’outils diagnostics a déja été mentionnée?°130,
]

2. Evolutions de I'infection

Avant I'épidémie sur I'ile de Yap en 2007, moins de 20 cas confirmés d’infection ZIKV avaient
été détectés chez I’'Homme. Bien qu'’il soit possible que ces observations refletent une faible
circulation du virus au cours des 60 premiéres années apres sa découverte, il est également
probable que ces observations soient biaisées par la fiabilité des diagnostics sérologiques
(réactivité croisée des anticorps dirigés contre les Flavivirus). De plus, I'évolution de I'infection

chez I’'Homme se caractérise essentiellement par un portage asymptomatique ou la présence
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de symptomes non spécifiques, ce qui peut contribuer a une sous-estimation du nombre de
cas infectés par ZIKV.
Aujourd’hui, alors que le potentiel épidémique de ZIKV fit révélé au cours des dernieres

années, des pathologies étroitement liées a I'infection par ZIKV ont été mises en évidence.

e Portage asymptomatique et symptdmes non spécifiques

Dans la majorité des cas (80%), I'infection ZIKV reste asymptomatique*?.
En revanche, dans 20% des cas, |'infection ZIKV se caractérise par la présence de symptomes
non spécifiques. Ces derniers apparaissent apres une période d’incubation variable de 3 a 14

131 et durent entre 4 et 7 jours. Les symptdmes les plus fréquemment observés sont des

jours
éruptions cutanées, des myalgies, des arthralgies, ainsi que des maux de téte associés a une
légere fievre et de la fatigue. Alors que le tableau clinique ressemble a celui causé par d’autres
arbovirus tels que DENV ou CHIKV, I'ampleur des symptomes est généralement moindre lors
de l'infection ZIKV. De plus, d’autres symptomes plus spécifiques peuvent compléter le

tableau clinique, comme des conjonctivites ou des hémospermies. La résolution de la maladie

est souvent automatique et ne nécessite pas de traitements.

e Atteintes neurologiques chez I’adulte

Rarement, l'infection ZIKV provoque des méningoencéphalites (inflammation des méninges
et du parenchyme cérébral)!3? et des myélites (inflammation de la moelle épiniére)!33.

De fagon plus importante, des syndromes de Guillain-Barré (SGB) ont également été associés
a l'infection ZIKV. Le premier cas de SGB associé a l'infection ZIKV fut détecté en Polynésie
Francgaise en novembre 201334, Alors qu’une vingtaine de cas de SGB y avaient été notifiés en
3 ans (entre 2009 et 2012), une augmentation brutale de I'incidence (42 cas totaux) a été
recensée au Centre Hospitalier de Polynésie Frangaise en 3 mois au cours de I'épisode
épidémique (entre novembre 2013 et février 2014)*. LUintégralité des cas furent
diagnostiqués comme infectés par ZIKV. De plus, la progression des SGB s’effectuant entre 1
et 3 semaines suivant l'infection, I'observation d’un retard d’environ 1 mois entre le pic
d’incidence des cas de syndromes de Guillain-Barré par rapport au pic d’incidence des cas

d’infection ZIKV constitua un argument supplémentaire pour lier I'infection ZIKV a I'apparition
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des syndromes de Guillain-Barré. Lors de cette épidémie, Cao-Lormeau et collégues
estimérent a 0,024% I'incidence des SGB parmi les personnes infectées par ZIKV*3. A ce jour,
272 cas de SGB associés a une infection ZIKV ont été décrits, dont la majorité ont été recensés
en Amérique Latine®3®.

Plusieurs formes de syndromes de Guillain-Barré existent, dont les deux principales sont la
forme myélinique et la forme axonale. La forme myélinique, ou neuropathie inflammatoire
aiglie démyélinisante (NIAD), est caractérisée par une démyélinisation des axones résultant
en un ralentissement de l'influx nerveux, responsable de mouvements ralentis et de
sensations anormales. La forme axonale, ou neuropathie axonale motrice aiglie (NAMA), est
plus sévere et est caractérisées par une lésion de I'axone des nerfs moteurs, résultant en des
paralysies flasques pouvant étre accompagnées de séquelles a long terme. Les études
électromyographiques réalisées chez les patients infectés par ZIKV atteints de SGB
caractérisérent majoritairement des formes myéliniques (plus de 75% des SGB), dont
certaines associées a des lésions axonales'3®. Aujourd’hui, le développement de SGB suite a
I'infection ZIKV reste non élucidé et pourrait mettre en jeu des mécanismes directs (infection
virale des cellules productrices de myéline'3¢7138 ou indirects (mimétisme antigénique entre
des protéines virales et des protéines humaines liées a la myéline, résultant en la synthese
d’auto-anticorps, impliqués dans la démyélinisation'3°). Enfin, étant donnée la co-circulation
de nombreux arbovirus dans certaines régions ainsi que |'observation de SGB suite a
I'infection par certains d’entre eux (WNV, JEV, DENV, CHIKV)*, la potentialisation du
développement des SGB suite a une surinfection et/ou coinfection a également été

suggéréet3 135,

e Atteintes neurologiques chez le foetus

Linfection congénitale par ZIKV entraine, comme chez |'adulte, une dissémination multi-
viscérale du virus chez le feetus'®®. En revanche, celle-ci se distingue par la sévérité des
atteintes neurologiques engendrées suite a I'invasion du systéme nerveux central (SNC) feetal.
En effet, durant I’épidémie en Amérique Latine en 2015-2016, une augmentation d’un facteur
20 du nombre de nouveau-nés présentant des microcéphalies a la naissance fut observée. La
corrélation spatiotemporelle de cette augmentation d’incidence avec I’épisode épidémique

ZIKV associée a la détection du virus chez ces nouveau-nés permit a I'époque de suspecter
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ZIKV comme agent étiologique. Aujourd’hui, alors que plusieurs études épidémiologiques et
expérimentales ont démontré le lien entre la microcéphalie et l'infection in utero par
ZIKV4141 plus de 2 600 cas d’anomalies du développement et/ou du fonctionnement du SNC
liées a I'infection congénitale par ZIKV ont été recensés dans 29 pays différents!42. En effet,
d’autres atteintes neurologiques, a la fois structurales et fonctionnelles, ont également été
observées, permettant d’élargir la définition de la pathologie a « syndrome congénital lié a
Zika (SCZ) ». Etant donnée la diversité de ces atteintes pouvant faire suite a une infection du
systeme nerveux feetal, il n’existe pas de liste exhaustive décrivant les SCZ. Néanmoins, les
manifestations les plus courantes sont la microcéphalie (caractérisée par une circonférence
cranienne inférieure ou égale a la circonférence cranienne moyenne — 2 SD), des calcifications
cérébrales, des ventriculomégalies, des arthrogryposes (raideurs et contractures articulaires),
ainsi que des manifestations ophtalmologiques telles que des lésions périmaculaires, des
atrophies choriorétiniennes, ou des anomalies du nerf optiquel#2143,

Une étude menée entre mars 2016 et novembre 2016 aux Amériques a estimé a environ 7%
I'incidence des SCZ chez les nourrissons nés de femmes infectées'44. De plus, ces SCZ
surviennent plus fréquemment chez les nourrissons nés de femmes infectées durant le
premier trimestre (12,7%) que ceux nés de femmes infectées durant le second ou le troisieme
trimestre (3,6% et 5,3%, respectivement)44,

Pour la premieére fois, un cas de microcéphalie secondaire (microcéphalie post-natale) a
également été décrit chez un nourrisson né et allaité par une femme infectée par ZIKV#°. Le
nourrisson est né avec une circonférence cranienne normale (33 cm), et les échantillons de
sang prélevés chez la meére et le nourrisson étaient négatifs (date de prélevement inconnue).
Al’age de 23 jours, la circonférence cranienne de nourrisson n’avait pas évolué (33 cm), et un
retard de croissance de celle-ci fit observé a I’age de 7 mois (40,5 cm). Bien que I'infection
ZIKV du nourrisson n’ait pas été confirmée, la détection du génome viral de ZIKV dans le
colostrum suggere une potentielle transmission de ZIKV au cours de I'allaitement maternel
associée a un retard de développement du SNC. Récemment, une étude a démontré

I’occurrence de symptémes neurologiques sur le long-terme?4®

et un impact important sur les
développements moteur et cognitif, le comportement, ainsi que les compétences a

communiquer est aujourd’hui attendu chez les jeunes enfants nés avec un SCZ*¥,
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Plusieurs mécanismes concomitants seraient impliqués dans le blocage du développement du
cortex cérébral, entrainant une réduction du nombre de neurones et I'apparition subséquente
de microcéphalies. D’une part, en favorisant la neurogénese directe au détriment de la
neurogénese indirecte, l'infection ZIKV empéche la différenciation des progéniteurs
neuronaux en progéniteurs intermédiaires, empéchant a fortiori I'amplification du nombre de
neurones finaux par ces progéniteurs intermédiaires!*. D’autre part, I'infection et la mort
cellulaire de ces progéniteurs neuronaux pourrait également étre impliquée dans la réduction
du nombre de neurones finaux!*°. Enfin, I'apoptose viro-induite des neurones infectés
contribuerait également a cette perte neuronale!®. Alors que lincidence des SCZ fut
remarquablement importante lors de I'épidémie en Amérique Latine en 2015-2016, Yuan et
ses collegues ont mis en évidence la présence d’'une mutation unique (S5139N) dans le génome
des souches isolées lors de cette épidémie®>. Pour la premiére fois, une mutation unique au
sein du géne viral codant pour le précurseur de membrane prM a été démontrée comme
nécessaire et suffisante a I"laugmentation de l'infection des progéniteurs neuronaux et a

151

I"apparition de microcéphalies chez le modele murin™*, mettant en lumiere un nouveau

mécanisme de neurovirulence virale.

Les anormalités du SNC a la naissance suite a une infection congénitale constituent une
caractéristique de l'infection ZIKV par rapport aux autres arbovirus, et pourrait justifier une
future classification de ZIKV parmi les agents pathogénes TORCH (acronyme anglais réunissant

les initiales des agents pathogénes associés a des infections congénitales, parfois séveres)'®2,

E. Modeles d’étude de l'infection ZIKV

De par son potentiel épidémiologique important et sa pathogénicité sévere, ZIKV a fait I'objet
d’une augmentation exponentielle du nombre de publications scientifiques suite aux
dernieres épidémies. L'utilisation de modeles d’études in vitro et le développement de
modeles in vivo d’infection par ZIKV ont ainsi permis de mieux comprendre son tropisme
cellulaire ainsi que certains mécanismes de transmission, de dissémination virale au sein d’un

organisme, et de pathogénicité.
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1. Modeles cellulaires

Les modeles d’étude in vitro sont essentiels pour étudier le tropisme et le cycle viral, ainsi que
les mécanismes moléculaires et cellulaires associés a I'apparition d’effets cytopathiques
pouvant étre a l'origine des symptémes/syndromes observés chez 'Homme (myalgies,
arthralgies, vomissements, diarrhées, détresses respiratoires, atteintes neurologiques,

atteintes ophtalmologiques, etc.).

e Tropisme cellulaire

L’utilisation in vitro de modeles cellulaires a ainsi permis de mettre en évidence le tropisme a
large spectre de ZIKV, caractérisé par I'infection productive de nombreux types cellulaires tels
que les cellules épithéliales pulmonaires, intestinales, rétiniennes, cutanées, les cellules
neurales, les cellules placentaires, musculaires, hépatocytaires, testiculaires, les fibroblastes,
les cellules endothéliales, etc!®>>4, De plus, la culture tridimensionnelle de cellules neurales
— sous forme d’organoides — permit d’apporter les premieres réponses quant aux atteintes

neurologiques liées a l'infection ZIKV, notamment les microcéphalies®®>.

e Franchissement de barrieres anatomiques et dissémination virale

Outre son tropisme cellulaire a large spectre, la dissémination généralisée et multi-viscérale
de ZIKV chez son hote résulte également de la capacité du virus a franchir de nombreuses
barrieres anatomiques. Plusieurs modeles in vitro mimant différentes barrieres anatomiques
ont ainsi permis d’élucider les mécanismes d’invasion virale de certains organes tels que le
cerveau, les testicules, ou les yeux (Tableau 2).

Ainsi, I'infection productive des cellules endothéliales de la barriere hémato-encéphalique
(BHE) adulte, pourrait autoriser la neuroinvasion virale dans le systéme nerveux central (SNC)
sans altération de sa fonction de barriere!>®™1%8 Dans le SNC, ZIKV infecte différents types
cellulaires tels que les progéniteurs neuronaux, les neurones matures, les cellules microgliales,

les oligodendrocytes, ou encore les astrocytes®™?. L'infection de ces derniers, impliqués dans
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MODELE IN VITRO

BARRIERE

REFERENCES

CELLULES

CONCLUSIONS

AP M C BL

Barriére hémato-
encéphalique (BHE)

Mladinich et al (2017)

Papa et al (2017)

HBMECs (« human brain
microvascular endothelial
cells »)

ZIKV infecte les cellules HBMECs et franchit
un modeéle in vitro de BHE sans altération de
fonction de barriére

Alimonti et al (2018)

iBECs (« induced brain
endothelial cells »)
dérivées de cellules
souches pluripotentes
(iPsC)

ZIKV infecte les cellules iBECs et franchit un
modéle in vitro de BHE sans altération de
fonction de barriére

Barriére hémato-
testiculaire (BHT)

Siemann et al (2017)

Cellules de Sertoli (lignée
cellulaire humaine et
cellules primaires)

ZIKV infecte les cellules de Sertoli et franchit
un modeéle in vitro de BHT sans altération de
fonction de barriére. Uinfection ZIKV des
macrophages induit cependant une
altération de la fonction de barriére de la
BHT.

Barriére hémato-
rétinienne (BHR)

Salinas et al (2017)

Simonin et al (2019)

Cellules épithéliales
pigmentaires rétiniennes
dérivées de cellules
souches pluripotentes
(iPSC)

ZIKV infecte et altére la fonction de barriére
de I’épithélium pigmentaire rétinien

ZIKV induit une forte réponse inflammatoire
dans I'épithélium pigmentaire rétinien et
entraine sa désorganisation

Tableau 3. Franchissement de barriéres anatomiques par ZIKV

Tableau représentatif des différentes études de franchissement de barriéres anatomiques par ZIKV.
Celles-ci sont réalisées en utilisant un dispositif expérimental permettant la modélisation in vitro de
différentes barriéres anatomiques. Les cellules d’intérét (C) sont mises en culture a la surface d’'une
membrane semi-perméable (M) permettant, a terme, la formation d’un endothélium/épithélium
délimitant un compartiment apical (AP) et un compartiment basolatéral (BL). Dans la majorité des cas,
les compartiments apical et basolatéral correspondent a la chambre supérieure et inférieure,
respectivement.

le maintien de I'imperméabilité de la BHE, pourrait également faciliter le passage de nouveaux
virions dans le SNC en induisant une perte d’intégrité de la BHE.

Une étude a démontré que l'infection des cellules de Sertoli, composantes des parois des
tubes séminiféres, pourrait contribuer au franchissement de la barriere hémato-testiculaire
(BHT) par ZIKV'®, De facon concomitante, les macrophages infectés présents dans
I'interstitium testiculaire induiraient la perméabilisation de la BHT via la sécrétion de
médiateurs pro-inflammatoires'®. Dans les testicules, ZIKV infecte donc les cellules de Sertoli
et les macrophages, mais aussi les cellules myéloides péritubulaires, responsables de
I’éjection du sperme hors des testicules, les cellules de Leydig, productrices de testostérone,
ainsi que les différents stades de la lignée germinale (spermatogonies, spermatocytes,
spermatozoides)!®!. l'infection de ces cellules serait a I'origine des altérations du sperme et
de la persistance virale dans ce fluide.

De la méme fagon, l'infection productive de cellules épithéliales de I'épithélium rétinien
entraine une perte d’intégrité de la barriére hémato-rétinienne (BHR), pouvant étre a I’origine

des nombreuses manifestations ophtalmologiques2163,
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e Franchissement de barrieres anatomiques et transmission virale

Le franchissement de barrieéres anatomiques peut également étre mis en jeu dans le cadre de
I’entrée virale chez I'hGte suite a une transmission non vectorielle. Contrairement aux
syncytiotrophoblastes, résistants a l'infection ZIKV, les fibroblastes placentaires, les
cytotrophoblastes, et les cellules Hofbauer (macrophages placentaires) pourraient jouer un
role dans la transmission transplacentaire'®%4, De facon intéressante, une infection ancienne
par DENV favoriserait, via les 1gG anti-DENV, le franchissement de la barriere hémato-
placentaire par ZIKV et I'infection subséquente du foetus'®>’, De méme, les cellules de
I"appareil reproducteur femelle étant permissives a l'infection ZIKV, celles-ci permettent
I’entrée virale chez I’'h6te suite a une transmission sexuelle. Alors qu’aucune transmission
respiratoire de ZIKV n’a été recensée, une étude unique a montré que ZIKV était capable de
franchir un modele in vitro d’épithélium du tractus respiratoire supérieur avec une efficacité
bien moindre que d’autres arbovirus (JEV, WNV, USUV)8, A ce jour, les interactions entre

ZIKV et la barriere intestinale dans le cadre de la transmission par allaitement n’ont pas été

investiguées.

2. Modéles animaux

Afin d’étudier le tropisme et la dissémination virale a I’échelle de I'organisme, plusieurs
modeles in vivo d’infection par ZIKV ont été développés. Ces derniers ont permis d’apporter
des réponses concernant les mécanismes sous-jacents des transmissions transplacentaire et
sexuelle. Basée sur la détection de particules infectieuses ZIKV dans de nombreux fluides
biologiques de personnes infectées, I'utilisation de modeles animaux ouvre également de
nouvelles perspectives quant a la plausibilité d’autres modes de transmission de ZIKV (voie
rectale, voie orale, voie respiratoire).

Historiquement, les premieres expériences d’infection ZIKV chez I'animal ont été réalisées
chez le singe (macaque rhésus, voie sous-cutanée) et la souris (souris Swiss, voies
intracranienne et intrapéritonéale). Celles-ci permirent alors d’isoler et d’identifier ZIKV

comme un nouveau virus. Aujourd’hui, ces deux modeles animaux restent les plus utilisés.
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e Utilisation du modele simien

De par leur proximité avec 'Homme, les primates non humains (PNH) immunocompétents
sont susceptibles a I'infection ZIKV et récapitulent I’évolution de I'infection chez ’'Homme.
Ainsi, des études menées sur des macaques rhésus et cynomolgus ont montré I'apparition de
symptomes similaires (rashs, fievre), le développement d’une virémie (pic entre 2 et 6 jours
post-infection) ainsi qu’une dissémination multiviscérale associée a une excrétion virale dans
de nombreux fluides biologiques (salive, urine, larmes, sécrétions vaginales). Ces PNH ont
également permis de modéliser les transmissions sexuelle et transplacentaire de ZIKV, et
confirmer la réplication virale dans I"appareil génital femelle et les dommages neurologiques
causés chez le feetus suite a I'infection congénitale. Enfin, la transmissibilité de ZIKV par voie
orale, y compris par sondage gastrique (ou gavage), a été mise en lumiére chez les macaques
rhésus et cynomolgus!!>113, soulevant certaines questions quant a la transmissibilité de ZIKV

par voie orale suite a I'ingestion de lait maternel infectieux.

e Utilisation du modele murin

L’utilisation des PNH comme modeles animaux étant chere et peu accessible, le modele murin
est aujourd’hui plus utilisé. Cependant, contrairement aux PNH, les souris
immunocompétentes sont naturellement résistantes a l'infection ZIKV car la protéine non
structurale NS5, qui inhibe la voie interféron chez ’THomme en promouvant la dégradation de
STAT2, est incapable de cibler cette méme protéine de la voie interféron murine!®. Par
conséquent, la majorité des études effectuées dans le modéle murin ont été réalisées en
utilisant des souris immunodéficientes dans la voie interféron (souris IFNAR”", souris
IRF3/IRF77", souris IRF3/IRF5/IRF77", souris traitées avec des anticorps anti-IFNAR,...)'7°. Parmi
les souris IFNAR”", on peut notamment distinguer les modéles A129 et AG129, correspondant
aux lignées murines 129 déficientes en récepteurs aux interférons de type | (A129) et de types
| et Il (AG129). Ainsi, les mécanismes de transmissions sexuelle et transplacentaire ont
largement été étudiés et ont permis de confirmer la pertinence de ces modeles pour
I'infection par ZIKV. De fagon intéressante, la susceptibilité de souris IFNAR”"a I'infection par

voie intra-anale démontra la capacité de ZIKV a infecter un hote en franchissant la barriere

61



intestinale!?2, De plus, la détection de particules virales infectieuses dans les féces de souris
infectées par voie intrapéritonéale confirma la réplication virale dans le tractus gasto-
intestinal?2.

Il a également été démontré chez la souris (modéle AG129) que ZIKV pouvait disséminer dans
les glandes mammaires et infecter les cellules myoépithéliales!?®. En revanche, bien que
I'excrétion de ZIKV dans le lait maternel de ces souris lactantes ait été montrée, la
transmission du virus aux souriceaux via I'allaitement n’a pas été mise en évidence.

Enfin, la susceptibilité de plusieurs modéles animaux (cochons d’Inde, PNH) a I'infection ZIKV

113 souléve des hypothéses quant au réle de I'épithélium

suite a une exposition intranasale
respiratoire dans I’entrée virale, notamment chez le nouveau-né allaité suite a I’'absorption de
lait maternel infectieux par les voies respiratoires (« fausses routes » fréquentes chez le

nourrisson).
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Il. LA GLANDE MAMMAIRE ET SON FLUIDE ASSOCIE : LE LAIT
MATERNEL

La présence de glandes mammaires constitue aujourd’hui une caractéristique exclusive a la
classe des Mammiféres. Contrairement a d’autres organes, celles-ci se développent a la fois
avant et apres la naissance, et les nombreux remodelages structuraux et fonctionnels au cours
de la vie de la femelle des Mammiféres font de celles-ci, de fagcon intéressante, un organe tres
dynamique. En tant que glandes exocrines, leur fonction principale est de produire et
d’excréter le lait maternel, fluide biologique riche en nutriments et en facteurs
immunologiques permettant la nutrition, le développement, et la protection du nourrisson
via I'allaitement. Cependant, dans I‘espece humaine, lorsqu’une femme est infectée par un
agent pathogene, certains d’entre eux peuvent étre transmis au nouveau-né via le lait
maternel, rendant ainsi la pratique de I'allaitement maternel contre-indiquée dans certains

cas.

A. Architecture de la glande mammaire : de I'organe a la cellule

1. Organisation générale

Les glandes mammaires sont constituées d’une structure épithéliale ancrée dans une masse
de tissu conjonctif fibro-adipeux, le stroma mammaire. Différenciée et mature, la structure
épithéliale est composée de deux entités structurales distinctes : les alvéoles mammaires,
unité productrices et sécrétrices de lait, et le réseau de canaux lactiferes ou galactophores,

permettant le transport du lait des alvéoles vers le mamelon.

e Laglande mammaire humaine

Au nombre de deux, les glandes mammaires humaines sont inclues dans les seins, structures

hémisphériques thoraciques maintenues au niveau de la poitrine par les ligaments de Cooper.
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Chaque sein comporte une aréole pigmentée au centre de laquelle I'ouverture du tissu
mammaire est marquée par une protubérance, le mamelon (ou téton). Turgescente lors de
I’allaitement maternel, celle-ci facilite notamment la tétée du sein par le nourrisson.

D’un point de vue interne, plusieurs canaux lactiféres primaires divergent a partir du mamelon
et se dilatent en chambres d’environ 2-4 mm de diameétre, les sinus galactophores. Par
élongation et invasion dans le stroma mammaire, ces canaux lactiféres primaires se ramifient
en canaux lactiferes secondaires et tertiaires, formant plusieurs lobes et lobules (Figure 13A).
Chaque glande mammaire humaine est composée d’une vingtaine de lobes, eux-mémes
constitués de 20 a 40 lobules, disposés de facon radiale autour du mamelon (Figure 13B). Lors
de la gestation, les extrémités de chaque canal lactifere se différencient en unités sécrétrices
de lait, les alvéoles mammaires. Apres I’accouchement, celles-ci produisent et sécretent le lait
maternel, chaque lobule étant alors constitué d’une centaine d’alvéoles mammaires.

A i Muscle pectoral B

Sinus
galactophores

[ ] stroma mammaire

- Structure épithéliale

Mamelon

Stroma
mammaire

Lobule

Alvéole
mammaire

Figure 13. Organisation générale de la glande mammaire humaine

(A) Coupe schématique d’un sein humain en phase de lactation. Les glandes mammaires humaines ont
une structure épithéliale de nature glandulaire. Celle-ci est constituée d’une vingtaine de lobes (cercle
bleu) constitués d’'une quarantaine de lobules (cercle vert). En période de gestation, la structure
épithéliale se différencie et chaque lobule comporte une centaine d’alvéoles mammaires (cercle
jaune), unités productrices et sécrétrices de lait maternel. (B) Une vingtaine de canaux lactiféres
directement connectés au mamelon (noir) se dilatent en sinus galactophores (rouge), et se ramifient
en formant des lobes mammaires (bleus) disposés de facon radiale autour du mamelon. Ceux-ci de
divisent en lobules (vert) et en alvéoles mammaires (jaune).
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La glande mammaire constitue un organe unique de par le remodelage dynamique de la
structure épithéliale selon le contexte hormonal et les besoins du nourrisson (allaitement). En
effet, rudimentaire a la naissance, la glande mammaire se développe au cours de la puberté
en un organe mature et fonctionnel. La fonction de la glande mammaire étant de produire du
lait maternel afin de répondre aux besoins du nourrisson, celle-ci se différencie en organe
sécréteur au cours de la gestation, ou les alvéoles mammaires se développent. Celles-ci
produisent du lait maternel sous l'influence de la tétée par le nourrisson, au cours de la
lactation. En absence de tétée, la glande mammaire régresse et revient a son état pré-

gestation, c’est I'involution.

e Comparaisons Homme/souris

Bien que communes aux Mammiferes, les glandes mammaires se présentent sous différentes
formes selon les espéces. De plus, leur nombre varie et dépend souvent du nombre de
progénitures par portée. Eu égard aux modeles murins d’infection utilisés dans de
nombreuses études dont cette présente, il semble important de préciser les différences

observées entre ’'Homme et la souris.

Contrairement a 'Homme, la structure épithéliale des glandes mammaires murines ne
s’organise pas en lobes ou lobules. Celles-ci adoptent une organisation plutot canalaire, leur
conférant un aspect relativement plat contrairement a I'aspect hémisphérique des seins

humains (Figure 14).

De plus, une paire unique de glandes mammaires est présente chez 'Homme. En revanche,
cing paires coexistent chez la souris, numérotées de 1 a 5 selon un axe cranio-caudal : une
paire cervicale (paire n°1), deux paires thoraciques (paires n°2 et 3), une paire abdominale
(paire n°4), et une paire inguinale (paire n°5) (Figure 15). De fagon intéressante, les glandes
mammaires abdominales et inguinales sont plus sensibles aux hormones et produisent plus
de lait que les glandes mammaires cervicales et thoraciques, mettant en évidence un gradient

de différenciation des glandes mammaires murines selon un axe cranio-caudal*’*.
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Homme Souris

stroma stroma

ganglion
lymphatique

lobes et lobules

mamelon mamelon

canal lactifere canal lactifere

Figure 14. Représentations schématiques des glandes mammaires humaine et murine

Chez 'Homme (gauche), a partir du mamelon, les canaux lactiferes se ramifient dans le stroma et
forment des lobes puis des lobules, résultant en une structure globulaire des glandes mammaires. Chez
la souris (droite), la ramification des canaux lactiferes reste canalaire. Un ganglion lymphatique est
également présent dans certaines paires de glandes mammaires murines.

Adapté de Visvader J, 2009.
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n°5
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Figure 15. Localisation anatomique des glandes mammaires murines
Vue ventrale des cing paires de glandes mammaires murines, numérotées de 1 a 5 selon un axe cranio-
caudal. M : mamelon. Adapté de Honvo-Houéto et collégues, 2015.

66



Enfin, la composition du stroma mammaire dans lequel est ancrée la structure épithéliale est
légerement différente: plut6t fibreux chez ’'Homme, celui-ci est plus riche en adipocytes chez

la souris!’2.

En dépit de ces disparités, la diversité cellulaire ainsi que les mécanismes moléculaires et
cellulaires régissant le développement et le fonctionnement des glandes mammaires sont
conservés entre les deux especes. Ces similarités permettent ainsi I'utilisation de la souris
comme modele d’étude et I'extrapolation a ’'Homme d’un certain nombre de processus

étudiés dans ce modeéle.

e Diversité cellulaire de la glande mammaire

Comme la plupart des organes, les glandes mammaires sont composées de différentes
populations cellulaires (cellules souches, cellules épithéliales, fibroblastes, adipocytes,
cellules endothéliales, cellules immunitaires, cellules neurales) permettant la structure et le
fonctionnement normal de I'organel’3. Alors que les cellules épithéliales forment la structure
épithéliale, ramifiée et sécrétrice de lait, les fibroblastes et les adipocytes constituent le
stroma mammaire. Les cellules endothéliales, immunitaires, et neurales sont principalement
impliquées dans la vascularisation, le drainage lymphatique, et l'innervation des glandes

mammaires, nécessaires pour leur développement et leur fonctionnement.

2. Lastructure épithéliale

e L’épithélium mammaire

L’épithélium mammaire délimite la structure épithéliale de la glande mammaire et la sépare
du stroma. Il compose les parois des canaux lactiféres et, en période de lactation, forme les
alvéoles mammaires. Bien que I'organisation de I’épithélium mammaire varie entre les canaux
lactiferes et les alvéoles mammaires, sa composition générale est commune aux deux
structures.

En effet, I’épithélium mammaire est constitué de deux couches cellulaires liées entre elles par

des jonctions intercellulaires : une couche interne au contact du lumen des alvéoles
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mammaires et des canaux lactiferes, et une couche externe reposant sur une lame basale au
contact du stroma mammaire (Figure 16). La lame basale, mesurant environ 100 nm
d’épaisseur et principalement constituée de fibres de collagene IV, de polyméres de lamines,
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et de protéoglycanes'’?, soutient I’épithélium mammaire.

CANAL LACTIFERE ALVEOLE MAMMAIRE

stroma

Cellule myoépithéliale Lame basale Cellule luminale  Cellule myoépithéliale Gouttelette lipidique
(forme allongée) alvéolaire (forme étoilée) (ou globule gras)

Figure 16. L’épithélium mammaire

Coupe schématique des deux entités structurales constituant la structure épithéliale mammaire : le
canal lactifere (a gauche) et I’alvéole mammaire (a droite). L' épithélium mammaire de ces deux entités
structurales est constitué de deux couches cellulaires : une couche interne de cellules luminales (beige)
et une couche externe de cellules myoépithéliales (rouge) reposant sur une lame basale (vert). Au
niveau des canaux lactiféres, les cellules myoépithéliales sont de forme allongée et I'épithélium
mammaire est bistratifié (photo A, fleches blanches). Au niveau des alvéoles mammaires, les cellules
myoépithéliales sont de forme étoilée et I'épithélium mammaire est alors pseudostratifié (photo B,
fleche blanche).
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e Lacouche interne de I'épithélium mammaire : les cellules luminales

La couche épithéliale interne est constituée de cellules luminales. Ces cellules, d’aspect
cuboide, sont polarisées et liées entre elles par des jonctions serrées, délimitant un pole apical
et un pdle basolatéral. Alors que leur pdle apical est orienté vers le lumen des canaux lactiferes
ou des alvéoles mammaires, leur pole basolatéral interagit avec les cellules myoépithéliales
sous-jacentes via les desmosomes. Ces cellules expriment les cytokératines 8/18 et 19, ainsi
que certains marqueurs tels que MUC1, CD24, et le facteur de transcription GATA3. Certaines
sous-populations de cellules luminales expriment également les récepteurs hormonaux aux
estrogenes, a la progestérone, et a la prolactine.

Selon la structure épithéliale, deux types de cellules luminales coexistent: les cellules
luminales ductales et les cellules luminales alvéolaires. Ces cellules tapissent les parois
internes des canaux lactiferes et des alvéoles mammaires, respectivement. Ainsi, en période
de lactation, seules les cellules luminales alvéolaires ont pour fonction principale de produire
et sécréter le lait maternel. Celles-ci sont caractérisées par I'expression supplémentaire de
protéines du lait telles que la B-caséine ou la WAP (« whey acidic protein », en anglais), ainsi
gue par la présence de gouttelettes lipidiques dans leur cytoplasme. D’un point de vue
morphologique, ces gouttelettes lipidiques cytoplasmiques leur conférent un aspect plus gros

par rapport aux cellules luminales ductales (Figure 16).

e Lacouche externe de I’épithélium mammaire : les cellules myoépithéliales

La couche épithéliale externe est constituée de cellules myoépithéliales. Celles-ci expriment
de nombreux marqueurs épithéliaux de type basal comme les filaments intermédiaires de
type cytokératines 5, 14, et 17, ainsi que le facteur de transcription p63'72. Les cellules
myoépithéliales ont deux fonctions principales : assurer le maintien de la structure épithéliale
dans le stroma mammaire, et permettre I’'éjection du lait maternel depuis son site de
production jusqu’au mamelon pendant la tétée. De par leur emplacement intermédiaire entre
la couche cellulaire luminale et la membrane basale, les cellules myoépithéliales synthétisent
de nombreux composants de la lame basale et assurent la cohésion interne de I'épithélium
mammaire mature. En effet, celles-ci expriment plusieurs molécules d’adhérence telles que la

cadhérine P et les cadhérines de desmosome de type Dsc-3 (desmocolline-3) et Dsg-3
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(desmogléine-3), permettant la mise en relation des cellules myoépithéliales avec les cellules
luminales ainsi que la lame basale via les desmosomes et les hémidesmosomes,
respectivement!’?, Les interactions entre les cellules myoépithéliales et la lame basale sont
également renforcées par I'expression de plusieurs dimeres d’intégrines, jouant le réle de
récepteurs des composants de la lame basale : alf1 et a2pB1 (récepteurs aux collagénes),
a5B1, aVPB3 (récepteurs aux fibronectines), a3f1, a6B1, et a6B4 (récepteurs aux lamines)!’2.
De fagon intéressante, les cellules myoépithéliales matures ont la propriété d’étre
contractiles. Celles-ci expriment plusieurs protéines impliquées dans la contraction
musculaire, telles que I'actine du muscle lisse a-SMA (« a-smooth muscle actin », en anglais),
la myosine du muscle lisse, et la calponine. En réponse a I'ocytocine, produite au cours de
I"allaitement, les cellules myoépithéliales exercent ainsi des contractions synchronisées au
niveau des alvéoles mammaires, permettant I'éjection du lait maternel des alvéoles
mammaires, sites de production du lait, vers les canaux lactiféres et le mamelon.
L'organisation du myoépithélium differe dans les canaux lactiferes et les alvéoles
mammaires!’? (Figure 16). Au niveau des canaux lactiféres, les cellules myoépithéliales
adoptent une forme allongée et forment une monocouche cellulaire continue, assurant le
maintien et la cohésion de I’épithélium mammaire dans le stroma. En revanche, au niveau des
alvéoles mammaires, les cellules myoépithéliales adoptent une forme étoilée et ne couvrent
pas l'intégralité de la couche cellulaire luminale (Figure 16). Cette morphologie cellulaire
autorise les contacts entre les cellules luminales et les vaisseaux sanguins au moment de la
lactation, et facilite I'éjection du lait des alvéoles mammaires médiée par les contractions
cellulaires.

Alors que la composition de I'épithélium mammaire était bien caractérisée, il a plus tard été
démontré que la couche externe de I’épithélium mammaire abritait également des cellules
souches, capables de se différencier a la fois en cellules luminales et en cellules

myoépithéliales’>177,

3. Le stroma mammaire, allié indispensable de la structure épithéliale

Le stroma mammaire est le tissu conjonctif au sein duquel est ancrée la structure épithéliale.
De facon intéressante, sa composition varie selon les espéces et s’organise de facon adaptée

a la structure épithéliale. Ainsi, I'arborescence de la structure épithéliale des glandes
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mammaires humaines étant plus ramifiée que chez la souris, le tissu fibreux présent entre les
canaux et les structures globulaires (lobes et lobules) prédomine sur le tissu adipeux. De plus,
les différents types cellulaires présents dans les glandes mammaires sont responsables de la
production de divers constituants de la matrice extracellulaire nécessaire, entre autres, au
maintien de la structure épithéliale. Celle-ci est organisée selon trois niveaux : la lame basale
(soutenant I’épithélium mammaire et constituée de lamines, collagéne IV, nidogéne,
proéoglycanes), le stroma intra- et inter-lobulaire (adjacent a la lame basale et constitué de
fibres de collagéne, fibronectine, tenascine, et d’autres protéoglycanes), et le tissus fibreux
(permettant le maintien global et I"élasticité du tissu mammaire et constitué de fibres

élastiques)t’é.

Outre le maintien de la structure épithéliale, le stroma mammaire est également
indispensable au développement de celle-ci. En effet, des expériences de transplantations ont
démontré I'importance de la nature du stroma dans la détermination de |'architecture de la
structure épithéliale. Ainsi, lorsque des cellules épithéliales de glandes salivaires sont injectées
dans un stroma mammaire, celles-ci forment une architecture de type mammairel’3. A
I'inverse, lorsque des cellules épithéliales mammaires sont injectées dans un stroma salivaire,
la structure épithéliale formée, bien que d’origine mammaire, est similaire a celle retrouvée
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dans les glandes salivaires En particulier, lors de la puberté, le stroma mammaire

communique avec la structure épithéliale afin de permettre sa morphogénése.

Essentiellement composé de fibroblastes et d’adipocytes, le stroma mammaire est également
composé de cellules endothéliales, immunitaires, et nerveuses permettant la vascularisation,
le drainage lymphatique, et l'innervation de la structure épithéliale, nécessaires au bon

développement et fonctionnement de la glande mammaire.
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Figure 17. Vascularisation et drainage lymphatique de la glande mammaire

(A) Organisation de la vascularisation de la glande mammaire. L’irrigation de la glande mammaire est
assurée par les ramifications de I’artére axillaire (Aa) en artéres thoraciques latérale (Atl), supérieure
(Ats) et interne (Ati). Cette derniere se ramifie en arteres intercostales, dont seules les arteres
intercostales n°2 et 4 irriguent la glande mammaire. (B) Micrographes électroniques a balayage de
moulages de la vascularisation des glandes mammaires murines non lactantes (haut) et lactantes (bas).
Par perfusion sanguine, les vaisseaux sanguins ont été imprégnés d’une résine liquide de méthacrylate.
Apres durcissement, le tissu mammaire est extrait et dissout par une solution d’hydroxyde de
potassium (KOH), révélant le moulage solidifié de la vascularisation mammaire, plus dense au cours de
la lactation. Adapté de Djonov V. et collégues (2001) (C) Organisation générale de la complexité du
réseau lymphatique drainant la glande mammaire. Les vaisseaux et les ganglions lymphatiques sont
représentés par des traits et des cercles rouges pleins, respectivement.
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Figure 18. Innervation de la glande mammaire

(A) Organisation du systeme nerveux périphérique débouchant de la moelle épiniére dans la région du
sein. Plusieurs nerfs spinaux débouchent de la moelle épiniere. Parcourant la région entre les cotes,
ces nerfs sont alors appelés nerfs intercostaux, et son numérotés selon un axe rostro-caudal. A partir
de ces derniers, plusieurs ramifications permettent l'innervation de différentes régions du corps
(ramifications postérieures, latérales, et antérieures). (B) Les glandes mammaires humaines sont
innervées par les ramifications latérales et antérieures des nerfs intercostaux n°2 a 6. Il est a noter que
seul le mamelon est innervé. Adapté de Sarhadi et colléegues (1996).
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4. Vascularisation, drainage lymphatique, innervation

e Vascularisation

Comme tout organe, les apports en nutriments et en oxygene sont indispensables au bon
fonctionnement de la glande mammaire. La vascularisation des glandes mammaires permet
Iirrigation sanguine de la structure épithéliale. Celle-ci est assurée par des capillaires sanguins
issus des ramifications des artéres thoraciques latérale, supérieure et interne (Figure 17A). Au
niveau des canaux lactiferes et des alvéoles mammaires, la vascularisation mammaire varie
selon les besoins de la structure épithéliale et se développe essentiellement pendant la
puberté, la gestation, et la lactation. Durant ces phases, le contexte hormonal promeut en
effet la synthése du facteur de croissance de I’endothélium vasculaire VEGF (« vascular
endothelium growth factor », en anglais), impliqué dans I’angiogenése!’®. Dans la glande
mammaire lactante, les alvéoles mammaires sont ainsi enveloppées d’un réseau de capillaires
sanguins larges et organisés de facon sinusoidale, permettant le ralentissement du flux
sanguin et I'augmentation des échanges entre les cellules épithéliales mammaires et la
circulation sanguine au cours de la lactation (Figure 17B)180.181

Puis, de facon concomitante a linvolution de la structure épithéliale mammaire, la
vascularisation de cette derniére régresse et reprend sa configuration initiale 10 jours apres

I'interruption de la lactation?’.

e Drainage lymphatique

De facon juxtaposée au réseau sanguin, le systeme lymphatique draine l'intégralité de la
glande mammaire (Figure 17C). Notamment au cours de la lactation, celui-ci compléte le réle
des vaisseaux sanguins en assurant I'approvisionnement des cellules épithéliales en certains
facteurs et en eau, ainsi que I’élimination des exces de liquide interstitiel et des métabolites
des cellules épithéliales et stromales. De par leur lien avec les ganglions lymphatiques, les
vaisseaux lymphatiques permettent également I'élimination des agents pathogenes et servir
d’intermédiaires entre I'épithélium mammaire et les cellules immunitaires, essentielles au

bon développement et fonctionnement de la glande mammaire!®,
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Chez la souris, les glandes mammaires abdominales (paire n°4) se distinguent par la présence

d’un ganglion lymphatique (ganglion lymphatique inguinal) au sein méme du tissu mammaire.

e [nnervation

Enfin, la glande mammaire est également innervée.

A partir de la moelle épiniere, le nerf spinal se divise en plusieurs nerfs intercostaux,
parcourant la membrane localisée entre les cotes (Figure 18A). Afin d’innerver plusieurs
organes, chaque nerf intercostal se ramifie en plusieurs branches, telles que les branches
latérales (provenant d’une région intercostale localisée au niveau d’un flanc) ou les branches
antérieures (provenant d’une région intercostale localisée au niveau du sternum) (Figure 18A).
Les seins humains étant centrés au niveau thoracique du tronc humain, ce sont les nerfs
intercostaux n°2 a 6 qui innervent les glandes mammaires humaines, et plus particulierement
le mamelon!® (Figure 18B).

Lors de I'allaitement maternel, la stimulation du mamelon par la tétée entraine un signal
nerveux, véhiculé au systéme nerveux central via les nerfs innervant les glandes mammaires,

ermettant en retour la libération d’ocytocine nécessaire a I’éjection du lait.
y )

B. Dynamique de la glande mammaire adulte

Comme mentionné dans la section « Architecture de la glande mammaire, de I'organe a la
cellule », le développement des glandes mammaires a lieu a la fois avant et apres la naissance.
Alors qu’une ébauche rudimentaire se forme au cours du développement embryonnaire,
celle-ci se développe essentiellement au cours de la puberté sous I'influence du systeme
hormonal (Figure 19). Puis, a I’age adulte, la glande mammaire se distingue des autres organes
par sa capacité d’adaptation selon les besoins de la progéniture et son remodelage avant et
apres la lactation. En effet, celle-ci se différencie en organe sécréteur au cours de la gestation
afin de répondre aux besoins du nourrisson et d’exercer sa fonction premiere de production
et de sécrétion de lait maternel au cours de la lactation. Lorsque cette derniére est stoppée,
la production de lait s’arréte, et la structure épithéliale retrouver sa forme initiale et

guiescente lors de I'involution.
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Figure 19. Evolution de I'architecture de la glande mammaire au cours de la vie

Au cours du développement embryonnaire, des amas de cellules épithéliales présents au niveau de
I’épiderme se développent dans le mésenchyme sous-jacent, donnant naissance a des bourgeons
mammaires — les placodes — puis a une structure épithéliale arborescente rudimentaire. Au cours de
la puberté, sous I'effet de 'hormone de croissance (GH) et des estrogenes (E), celle-ci se développe
par la prolifération des extrémités des canaux lactiferes, appelées TEBs (« terminal end buds », en
anglais), résultant en Iinvasion du stroma mammaire par les canaux lactiféres. A I'dge adulte, la
structure épithéliale a envahi l'intégralité du stroma mammaire. Lors de la gestation, I'action
synergique de la progestérone (PR) et de la prolactine (PRL) permet la différenciation lobulo-alvéolaire
de la structure épithéliale, résultant en la formation d’alvéoles mammaires. Unités productrices et
sécrétrices de lait, celles-ci produisent le lait maternel aprés I’accouchement au cours de la lactation.
Suite a l'arrét de la tétée, la lactation est interrompue, provoquant I'involution de la structure
épithéliale.

Adapté de Visvader et collégues (2014)

1. Gestation

Au cours de la gestation, la glande mammaire se transforme en un organe compléetement
mature et différencié afin de permettre la production et la sécrétion de lait lors de
I’allaitement maternel. Cette maturation s’effectue en deux étapes. Dans un premier temps,
la formation de branches épithéliales latérales et de bourgeons alvéolaires, futurs sites de
production et de sécrétion de lait maternel, est induite par la progestérone afin d’étendre la
surface de I'épithélium mammaire. Puis, I'action synergique de la progestérone et de la
prolactine entraine la différenciation lobulo-alvéolaire des cellules luminales en cellules

productrices de lait au niveau des bourgeons alvéolaires, devenus alvéoles mammaires.
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La progestérone, sécrétée par les ovaires, est seule responsable des ramifications latérales
des canaux lactiferes en début de gestation. Des souris déficientes en récepteurs de
progestérone Pgr/ présentent des glandes mammaires peu développées et ne subissent, par
la suite, pas de différenciation alvéolaire!®. Des expériences de transplantation mammaire
ont également démontré que seule I'expression du récepteur PGR a la surface des cellules
épithéliales, mais pas des cellules stromales, était requise pour la ramification des canaux
lactiferes'®. Deux isoformes du récepteur PGR existent : PGR-A et PGR-B. Bien que I'isoforme
PGR-A soit majoritaire dans les glandes mammaires, c’est l'isoforme PGR-B qui est
responsable de I'effet de la progestérone sur les ramifications des canaux lactiferes et la

formation des alvéoles mammaires!®’.

Ainsi, l'interaction entre la progestérone et le
récepteur PRG-B a la surface des cellules luminales induit I’expression de la protéine RANKL,
impliquée dans Iinduction de la voie NF-xB et de la prolifération cellulaire. Etant donné que
I’expression de PGR-B n’est pas ubiquitaire a I'intégralité de la population cellulaire luminale,
il est supposé que RANKL peut agir de fagon paracrine sur les cellules adjacentes et induire
ainsi la prolifération cellulaire des cellules n’exprimant pas PGR-B. De plus, en réponse a la
progestérone, la stimulation de la croissance des branches latérales et bourgeons alvéolaires
ainsi que la formation et le maintien de ces structures sont également induites suite a
I’expression de Wnt-4 et de la cycline D1, respectivement.

La différenciation des cellules luminales alvéolaires et la maturation de la glande mammaire
sont majoritairement permises par la prolactine. Sécrétée par la glande pituitaire, la prolactine
induit I'expression du facteur de transcription ELF5, impliqué dans la différenciation des
cellules luminales alvéolaires'®, Celle-ci se fixe a son récepteur PRLR, active la voie Jak/STAT,
et induit I'expression de plusieurs protéines du lait telles que la caséine 3 et la protéine
WAP®4  |’absence d’alvéoles mammaires dans Iarborescence épithéliale des glandes
mammaires de souris Prl’-, Prir’-, Jak2’", et Stat5’- permirent de définir la voie Jak2/STAT5
comme la principale voie de signalisation induite par 'interaction entre la prolactine et son
récepteur PRLR a la surface des cellules luminales'®*,

La progestérone et la prolactine agissent ainsi en concert afin de promouvoir la ramification
latérale des canaux lactiferes, la formation de bourgeons alvéolaires, et la différenciation des
cellules luminales en cellules productrices de lait alvéolaires. En fin de gestation, la structure

épithéliale mammaire, extrémement ramifiée et remplissant la totalité du stroma mammaire,

est riche en alvéoles mammaires, unités productrices et sécrétrices de lait.
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2. Lactation

La lactation constitue la phase durant laquelle les alvéoles mammaires produisent et sécretent
le lait maternel. Cette phase fait suite a la lactogénése, ou production de lait, qui se déroule
en deux étapes : la lactogéneése | et la lactogénese Il.

La lactogénese |, ou différenciation sécrétoire, a lieu pendant la gestation. Celle-ci se
caractérise par la différenciation lobulo-alvéolaire de la structure épithéliale sous I'action de
la prolactine!®. Alors que la prolactine est sécrétée par la glande pituitaire, une production
locale au niveau de la glande mammaire est également induite par I'activation de la voie
PI3K/Akt en fin de gestation!®d, permettant I'amplification de la synthése de différents
constituants du lait. Cependant, cette production reste limitée par les niveaux élevés de
progestérone. En effet, alors que linteraction entre certains glucocorticoides et leur
récepteur, exprimé par les cellules luminales, permet la translocation de ce dernier dans le
noyau et 'activation, en synergie avec la prolactine, de I'expression des protéines de lait, la
progestérone entre en compétition avec les glucocorticoides, bloquant ainsi cet effet
synergique®®. A la naissance, I'éjection du placenta, producteur de progestérone, induit
I’effondrement du taux de progestérone aboutissant au lever de I'inhibition de la production
de lait et a l'initiation de la lactogénese Il, ou activation sécrétoire. L’activation sécrétoire
apparait entre 30 et 40h apres la naissance chez I'Homme, et se caractérise par une
production massive de protéines du lait associée a la sécrétion du lactose et des lipides. De
plus, la chute des niveaux de progestérone est associée a la fermeture des jonctions serrées
par I’épithélium mammaire, le rendant ainsi plus imperméable au passage paracellulaire de
protéines sériques et de cellules immunitaires circulantes®®?,

Le fluide biologique produit durant les premieres 48h aprés la naissance est nommé
colostrum. L’épithélium mammaire étant perméable, le colostrum est ainsi riche en facteurs
sanguins. Suite aux effets de la chute de progestérone et a la mise en place de I'activation
sécrétoire, le colostrum s’enrichit en lactose et en lipides afin de devenir plus copieux,
devenant alors lait mature. Alors que I'épithélium mammaire est imperméable, le lait mature

comporte moins de cellules immunitaires maternelles.
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Chez la souris, la lactation dure environ 3 semaines. Chez I’'Homme, I’OMS recommande un
allaitement exclusif d’'une durée de 6 mois, suivi de l'introduction d’une alimentation
diversifiée en parallele a I'allaitement jusqu’a I'age de 2 ans ou plus.

L’entretien de la lactation, ou galactopoiese, est assuré par |'action coordonnée de la
prolactine et de I'ocytocine, agissant sur la production et I'éjection du lait, respectivement. En
revanche, ce processus est stoppé lorsque I'allaitement est interrompu, aboutissant a une

régression de la glande mammaire et un retour de I'architecture au stade pré-gestationnel.

3. Involution

Lorsque l'allaitement maternel est interrompu, la structure épithéliale différenciée de la
glande mammaire régresse et retrouve une morphologie post-pubertaire et pré-
gestationnelle. Ce stade, nommé involution, démontre la plasticité de la glande mammaire et
I’adaptabilité de la structure épithéliale aux besoins physiologiques du nourrisson en termes
de lait maternel. Linvolution de la glande mammaire a lieu en deux étapes®,

Lors de la premiere étape de linvolution mammaire, I'arrét de la tétée provoque
I’accumulation de lait maternel dans les alvéoles mammaires qui, au bout de 3 a 6h, entraine
la mort cellulaire des cellules luminales alvéolaires et leur détachement dans le lumen?84, En
effet, la déphosphorylation de STATS suite a I'accumulation de lait dans les alvéoles entraine
une diminution de la sensibilité des cellules a la prolactine. De plus, la surexpression de STAT3,
qui antagonise STATS5, inhibe la prolifération et la survie cellulaire et induit I'apoptose des
cellules luminales alvéolaires'®*. La premiére phase involutive étant réversible, la production
de lait maternel reprend lors de la reprise de la tétée.

Au bout de 48h d’accumulation de lait, la seconde phase de I'involution mammaire débute.
Cette derniere est irréversible, et est caractérisée par I'apoptose massive des cellules
luminales alvéolaires ainsi que d’importants remodelages du stroma mammaire proche des
alvéoles. En effet, I'activation du plasminogéene en plasmine par la sérine-protéase KLK1 locale
perturbe les interactions cellulaires avec la matrice extracellulaire, entrainant I'apoptose des
cellules luminales alvéolaires®. De plus, la surexpression de certaines métalloprotéinases de
matrice telles que MMP2 et MMP3 et la libération de ces dernieres de leurs inhibiteurs
induisent la dégradation de la lame basale®. Suite a la destruction de la structure épithéliale,

les adipocytes se développent et envahissent |'espace préalablement occupé par cette
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derniere. De la méme fagon, la vascularisation s’adapte au microenvironnement et régresse
lorsque la structure épithéliale est détruite®. L’'un des mécanismes associés a I'involution des
vaisseaux sanguins est |’expression, sous le controle de STAT3, de la cathépsine D par les
cellules épithéliales mammaires. Appartenant a la famille des pepsines, la cathépsine D clive
la prolactine en fragments peptidiques aux propriétés antiangiogéniques, appelés

vasoinhibines!80,

La structure épithéliale de la glande mammaire restera ainsi quiescente jusqu’a I’'avenement

d’une nouvelle gestation.

C. Le lait maternel

Le lait maternel est le produit de sécrétion des glandes mammaires différenciées et matures.
Ce fluide biologique, excrété uniquement apres I'accouchement, constitue I’aliment de base
du nourrisson. Celui-ci est constitué de divers composants nécessaires a la nutrition, au
développement, et a la protection du nourrisson, tels que des protéines, des glucides, des
lipides, des sels minéraux, des vitamines, des facteurs de croissance, des immunoglobulines,
des cytokines, et des cellules maternelles (cellules immunes et non immunes). Tous ces
composants sont synthétisés de novo par les cellules luminales alvéolaires au cours de la
lactation ou dérivent de la circulation sanguine maternelle. Ainsi, en cas d’infection, I’agent
étiologique peut également étre excrété dans le lait maternel et étre transmis au nourrisson

allaitant.

1. Production et éjection du lait maternel

e Biosynthese

La production du lait maternel, également appelée lactogénese, s’effectue en deux étapes : la
différenciation sécrétoire (ou lactogénése ) qui a lieu pendant la gestation, et I'activation
sécrétoire (ou lactogénese 1) qui a lieu dés la fin de la gestation et persiste quelques jours
apres I'accouchement!®. Durant ces phases, d'importantes régulations métaboliques ont lieu

au sein des cellules luminales alvéolaires afin de synthétiser les différents constituants du lait
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maternel d’une part, et les sécréter dans le lumen des alvéoles mammaires d’autre part. Ainsi,
des bouleversements métaboliques tels que la chute du catabolisme protidique et lipidique
(B-oxydation) associé a l'augmentation accrue des synthéses protidique, glucidique, et
lipidique dans les cellules luminales alvéolaires marquent les débuts de la lactogénése (Figure

20).

- Protéines
Durant la gestation, la différenciation sécrétoire (ou lactogénese I) est principalement médiée
par la prolactine, qui induit la différenciation lobulo-alvéolaire de la structure épithéliale et la
formation des alvéoles mammaires (voir section « Gestation »). Durant cette phase, cette
hormone induit I’expression de plusieurs génes codant pour plusieurs protéines du lait, telles
que les caséines (a, B, v, k), WAP, WDNM1, ou encore MFGM-E888, En revanche, la traduction
des ARN messagers codant pour ces protéines n’aurait lieu qu’en fin de gestation, suite a
I’expression d’Akt18 (Figure 20). Dans le méme temps, I’expression de nombreuses protéines
impliquées dans la biosynthese et la sécrétion des composants du lait, telles que I'a-
lactalbumine (impliquée dans la synthése du lactose), la butyrophiline et la xanthine
oxydoréductase (impliquées dans la sécrétion des lipides), ou la protéine PTHrP (« parathyroid
hormone related protein », en anglais, impliquée dans la sécrétion du calcium) marque

I’entrée de la lactogénése en phase Il (activation sécrétoire)!®8.

- Glucides
Lors de l'activation sécrétoire, les taux élevés de prolactine entrainent une surexpression
massive du transporteur de glucose GLUT1 dans les cellules luminales alvéolaires
(augmentation de l'ordre de 300%)%8, résultant en une augmentation drastique de
I'internalisation du glucose par ces cellules. Les cellules luminales alvéolaires présentent alors
des concentrations intracellulaires en glucose supérieures (0,34 — 1,5 mM) a la plupart des
autres cellules (0,1 — 0,4 mM)88192 |’g-|lactalbumine, exprimée exclusivement au cours de
I"activation sécrétoire, s’associe alors a la B-1,4 galactosyl-transférase pour former la lactose
synthase (Figure 20). Dans I'appareil de Golgi, cette enzyme catalyse la synthése du lactose a

partir du glucose et de I’'UDP-galactose.
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Figure 20. Biosynthése des constituants protidiques, lipidiques, et lipidiques du lait maternel

Les protéines du lait, les globules gras, ainsi que le lactose sont produits au cours de la lactogénése.
Alors que les génes codant pour certaines protéines du lait (caséines, WAP,...) sont exprimés au cours
de la différenciation sécrétoire (lactogénese 1), celles-ci ne seraient traduites et sécrétées qu’au cours
de I'activation sécrétoire (lactogénése I1). De plus, d’autres protéines telles que la mucine 1 (MUC1)
ou I'a-lactalbumine (aL) ne sont exprimées qu’au cours de I'activation sécrétoire. Alors que des
gouttelettes lipidiques cytoplasmiques riches en triglycérides (TAG) se forment dés la différenciation
sécrétoire a partir d’acides gras libres (AG) et de glycérol, celles-ci ne migrent vers le pole apical via les
microtubules que lors de I’activation sécrétoire. Enfin, I’augmentation de I’expression du transporteur
de glucose GLUT1 associée a I'expression de I’ a-lactalbumine (aL) au cours de I’activation sécrétoire
permettent la synthese du lactose, principal glucide du lait maternel.
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- Lipides

La glande mammaire constitue I'un des organes les plus producteurs et sécréteurs de lipides.
Dans le lait maternel, ceux-ci se présentent majoritairement sous forme de globules gras
dérivés de gouttelettes lipidiques cytolasmiques. En effet, le lait maternel est une émulsion
directe (ou « huile dans eau ») constituée d’une phase lipophile (globules gras) dispersée au
sein d’'une phase aqueuse (lactosérum). Ces gouttelettes lipidiques prennent naissance au
sein des cellules luminales alvéolaires au cours de la différenciation sécrétoire, des la phase
de gestation!®3. Ainsi, la biosynthése des lipides du lait se caractérise par I'apparition
progressive de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme des cellules luminales alvéolaires en
cours de différenciation. N’excédant pas 1 um de diamétre en milieu de gestation, celles-ci
grossissent et adoptent un diamétre d’environ 10 um juste avant 'accouchement!®3, Suite a
I"accouchement, la chute du taux de progestérone entraine une diminution brutale du
diametre des gouttelettes lipidiques cytoplasmiques, et leur migration vers le pdle apical des
cellules luminales alvéolaires, site de sécrétion dans le lumen des alvéoles mammaires (Figure
20). Dans le lait maternel, les globules gras ont un diametre moyen de 4 um.

D’un point de vue moléculaire, ces gouttelettes lipidiques sont essentiellement constituées
de triglycérides. Ceux-ci sont synthétisés de novo dans la cellule luminale alvéolaire grace a
I’estérification de molécules de glycérol avec trois chaines d’acides gras, qui proviennent a la
fois de la circulation sanguine et du tissu adipeux en cours de dégradation!®®. Dans le
cytoplasme, les gouttelettes lipidiques sont délimitées par une membrane phospholipidique
dans laquelle sont ancrées plusieurs protéines nécessaires a leur formation, trafic, et
sécrétion. La présence de protéines du réticulum endoplasmique (RE) associée a la membrane
des gouttelettes lipidiques suggere que celles-ci pourraient étre formées par I'accumulation
de triglycérides néosynthétisés entre les feuillet interne et externe de la membrane du RE®3
et le bourgeonnement subséquent au niveau de la membrane du RE.

Enfin, la biosyntheése des lipides par la glande mammaire est maintenue au cours de la
lactation. En effet, lors de I’activation sécrétoire, la protéine Akt exerce également un effet
stabilisateur sur la protéine SREBP1 (« sterol-regulatory element-binding protein 1», en
anglais), ensuite clivée en facteurs de transcription SREBP1 et SREBP2 permettant I’expression

des génes impliqués dans la synthése des acides gras et du cholestérol, respectivement?e8,
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- Evolution du lait maternel au cours du temps
Au cours de la lactation, la composition du lait maternel évolue. Quelques jours avant et apres
I’accouchement, le premier fluide biologique produit par les glandes mammaires est le
colostrum. Celui-ci, plus translucide que le lait mature, est produit en tres faible quantité et
est pauvre en lipides et en lactose. Le principal réle du colostrum étant en effet d’assurer la
continuité du transfert de I'immunité au cours des premieres heures aprés la naissance plutét
que d’accomplir un réle nutritif, celui-ci est plus riche en protéines, et notamment en facteurs
protecteurs immuns (IgA, cellules immunitaires) et non immuns (lactoferrine, lysozyme)*®4,
De 2 jours a deux semaines post-partum, le lait maternel est qualifié de transitionnel. Celui-ci
est sécrété apres la fermeture des jonctions serrées de I’épithélium mammaire et s’enrichit
en lactose et en lipides. Enfin, le lait est qualifié de complétement mature et est plus copieux
a partir de deux semaines de lactation. Celui-ci est plus riche en lipides et en lactose alors que
la teneur en protéines diminue. Dans le méme temps, les IgA et les cellules immunitaires sont
présentes en tres faible quantité. La composition du lait maternel mature reste ensuite

relativement stable jusqu’a I’arrét de la lactation.

e Sécrétion dans les alvéoles mammaires

Suite a la biosynthese des différents constituants du lait maternel au sein des cellules
luminales alvéolaires, ceux-ci sont sécrétés dans le lumen mammaire. De nature différente,

ceux-ci sont sécrétés par différents mécanismes (Figure 21).

- Diffusion membranaire
Constituant un fluide biologique, le lait maternel est essentiellement composé d’eau. Celle-ci
est sécrétée dans le lumen des alvéoles mammaires par diffusion simple a travers la
membrane plasmique. De plus, les échanges d’ions Na*, K*, ClI- et Ca?* via les transporteurs
ioniques entre les compartiments extracellulaire et intracellulaire pourraient contribuer a la
sécrétion d’eau. Ainsi, comme pour d’autres glandes exocrines telles que les glandes salivaires
et pancréatiques, I'accumulation intracellulaire d’ions CI" par le co-transporteur (Na* - K* - CI")
entrainerait la sécrétion d’eau et de sels minéraux dans le lumen alvéolaire a travers la

membrane apicale®.
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Figure 21. Voies de sécrétion des constituants du lait

Cing voies de sécrétion majeures contribuent a la sécrétion des différents constituants du lait
maternel. L'eau, les sels minéraux, et les petites molécules telles que le glucose ou les acides aminés
diffusent a travers la membrane cytoplasmique apicale (1). Les protéines et le lactose sont sécrétés
par la voie d’exocytose, suite a la fusion membranaire des vésicules dérivées de I'appareil de Golgi et
de la membrane cytoplasmique apicale (2). Les gouttelettes lipidiques cytoplasmiques sont libérées
dans le lumen alvéolaire par sécrétion apocrine, donnant naissance aux globules gras (3). Les protéines
sériques, telles que les immunoglobulines (ex: IgA), sont traversent I'épithélium mammaire par
transcytose (5). Les cellules immunitaires circulantes franchissement I’épithélium mammaire par voie
paracellulaire (6).

RE : réticulum endoplasmique, Btn : butyrophiline, XOR : xanthine oxydoréductase, plgR : récepteur
des immunoglobulines polymériques, IgAs : immunoglobuline A sécrétoire. Voir texte pour les détails.
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En revanche, bien que plusieurs aquaporines soient exprimées dans les glandes mammaires,
leur localisation subcellulaire est restreinte a la membrane plasmique des cellules
endothéliales et au pble basolatéral des cellules luminales (alvéolaires et ductales), suggérant
que celles-ci ne sont pas impliquées dans la sécrétion d’eau par les cellules luminales. De plus,
aucun défaut de lactation n’a été observé chez des souris déficientes en plusieurs
aquaporines!®. Néanmoins, celles-ci pourraient étre impliquées dans la réhydratation des

cellules luminales via le pdle basolatéral.

- Exocytose
Les protéines et le lactose sont libérées par la voie classique d’exocytose, suite a la fusion
membranaire des vésicules d’exocytose (dérivées de I"appareil de Golgi) avec la membrane
cytoplasmique apicale. De fagon intéressante, I'accumulation de protéines et de lactose dans
le compartiment extracellulaire (lumen des alvéoles mammaires) entraine une osmolarité
supérieure dans le lumen par rapport au cytoplasme, générant également des mouvements

d’eau du cytoplasme vers le compartiment extracellulaire®®>.

- Sécrétion apocrine
Les lipides sont excrétés dans le lait maternel sous forme de gouttelettes lipidiques par
sécrétion apocrine®®, Suite a leur formation entre les feuillets interne et externe de la
membrane du RE, les gouttelettes lipidiques néoformées sont transportées vers le pole apical
via le réseau microtubulaire®®. Lors de I’activation sécrétoire, celles-ci sont sécrétées dans le
lumen des alvéoles mammaires par bourgeonnement a la membrane cytoplasmique,
générant la formation de globules gras enveloppés d’une triple couche lipidique. D’un point
de vue moléculaire, plusieurs modeles hypothétiques de sécrétion lipidique ont été
proposés!®’. Parmi ceux-ci, le bourgeonnement a la membrane cytoplasmique serait induit
suite a l'interaction entre I'adipophiline présente a la surface des gouttelettes lipidiques
cytoplasmiques et le complexe Btn/XOR (butyrophiline/xanthine oxydoréductase) localisé

sous le feuillet interne de la membrane cytoplasmique apicale!®>1%,

- Transcytose
Plusieurs protéines présentes dans le lait maternel dérivent de la circulation sanguine, telles

gue certaines immunoglobulines (Ig), cytokines, et hormones. Certaines d’entre elles gagnent
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le lumen des alvéoles mammaires par transcytose via les cellules luminales alvéolaires. Parmi
les immunoglobulines sécrétées dans le lait maternel, I'isotype A est le plus représenté. Celles-
ci, associées en dimeéres grace a la piéce de jonction (piéce J), sont produites sous I’épithélium
mammaire puis reconnues par le récepteur aux immunoglobulines polymériques (plgR)
exprimé au péle basolatéral des cellules épithéliales luminales'®®. La transcytose basolatéro-
apicale du complexe aboutit alors au relargage de celui-ci dans le lumen des alvéoles
mammaires. Lors de |’exocytose, le domaine extracellulaire du récepteur plgR reste lié de
fagon covalente au dimere d’IgA, permettant la formation de la piece sécrétoire nécessaire a
la linéarisation et la stabilisation du dimeére d’IgA secrété. Les diméres d’IgA sont alors appelés
IgA sécrétoires. Il est a noter que ce mécanisme est également impliqué dans la transcytose

d’autres Ig polymériques telles que les IgM, pentamériques®®,

- Passage paracellulaire

Les cellules maternelles dérivées de la circulation sanguine, telles que les cellules
immunitaires, sont majoritaires dans le colostrum. En effet, celles-ci gagnent le compartiment
alvéolaire par passage paracellulaire au cours des premieres 48h aprés la naissance, lorsque
I’épithélium mammaire est perméablel®. Suite a I'effet de la chute de progestérone sérique
et a I’activation sécrétoire (lactogénése Il), les jonctions serrées se referment, limitant ainsi le
franchissement paracellulaire de I'épithélium mammaire®®?,

Il est également admis que I"'abondance de protéines sériques détectées dans le colostrum,
telles que les immunoglobulines, serait due au passage paracellulaire de celles-ci au cours des

premieres 48h apres la naissance.

e Ejection vers le mamelon

Une fois sécrété au sein des alvéoles mammaires, le lait maternel est éjecté vers le mamelon.
Cependant, I'éjection du lait maternel n’est pas constitutivement activée. En effet, le
processus d’éjection est un réflexe induit en réponse a plusieurs stimuli ayant lieu lors de
I"allaitement maternel, tels que la tétée et les cris du nourrisson.

Comme tout réflexe, I'éjection du lait en réponse a un stimulus suit une voie afférente
(transmission du « signal-stimulus » depuis le récepteur vers le SNC) et une voie efférente

(transmission du « signal-réponse » depuis le SNC vers le site effecteur). Alors que la voie
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afférente est strictement nerveuse, la voie efférente est exclusivement hormonale, les

alvéoles mammaires n’étant pas innervées.

- Voie afférente
Suite a la pression mécanique exercée par la bouche du nourrisson sur le mamelon lors de la
tétée, la stimulation des récepteurs tactiles présents dans le derme du mamelon est dans un
premier temps transformée en signal électrique. Celui-ci est transmis a la moelle épiniére via
les nerfs sensoriels innervant le mamelon, puis aux neurones ocytocinergiques présents dans
I’hypothalamus?®, Suite a la stimulation électrique, ces derniers produisent I'ocytocine,
sécrétée par I'axone de ces mémes neurones au niveau de la glande pituitaire, résultant en

un relargage dans la circulation sanguine.

- Voie efférente

A partir de la libération d’ocytocine par les neurones ocytocinergiques, la voie efférente
débute. L'ocytocine gagne les glandes mammaires via la circulation sanguine et se lie au
récepteur a I'ocytocine présent a la surface des cellules myoépithéliales. Cette interaction
entraine I'activation des systémes de contraction cellulaire tels que les systémes myosine-
actine ou les systémes impliquant I’actine du muscle lisse o.-SMA ou la voie RhoA/ROCK!72
(Figure 22).

De fagon intéressante, les cellules myoépithéliales alvéolaires et ductales sont toutes les deux
sensibles a I'ocytocine et capables de se contracter afin d’éjecter le lait maternel vers le

mamelon a partir des alvéoles mammaires et des canaux lactiféres, respectivement?°?,
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Figure 22. Mécanisme de contraction des cellules myoépithéliales en réponse a I’ocytocine

La fixation de I’ocytocine (OC) sur son récepteur (OCR) entraine I’activation de la phospholipase C (PLC)
qui catalyse la réaction d’hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate membranaire (PIP;) en
diacylglycérol (DAG) et inositol-1,4,5-triphosphate (IPs). L'IP5 diffuse alors dans le cytosol et active la
pompe a cations Ca?* permettant le relargage d’ions Ca?* du réticulum endoplasmique (RE) vers le
cytosol. En association avec la calmoduline (CaM), ceux-ci active la protéine kinase MLCK, qui
phosphoryle la chaine légere des myosines MLC en p-MLC. Alors activée, la myosine permet, en
association avec I’actine, la contraction des cellules myoépithéliales.
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2. L’allaitement, un continuum post-natal du lien entre la meére et I’enfant

e Généralités sur I'allaitement maternel

L’allaitement maternel est le processus par lequel la mere transfere le lait maternel a son
nourrisson. L'OMS recommande l'initiation de I’allaitement maternel dés les premiéres
heures apres la naissance sans aucune complétion par toute autre source d’alimentation
(allaitement exclusif). Absorbé seul, le lait maternel est en effet considéré comme suffisant
pour I'hydratation et I'alimentation complétes du nourrisson. Au-dela de 6 mois, 'OMS
recommande de prolonger I'allaitement jusqu’a au moins 2 ans, en introduisant
progressivement de nouvelles sources d’alimentation.

L'importance de I’allaitement maternel sur la santé du nourrisson a été démontré a plusieurs
reprises : celui-ci le protege du syndrome de mort subite, des entérocolites nécrosantes, ainsi
que de plusieurs infections gastro-intestinales et respiratoires?®2. ’amélioration de la qualité
de vie du nourrisson allaité (diminution de la morbidité et de la mortalité) est également
associée a d’autres effets bénéfiques du lait maternel, comme la réduction de I'asthme, de
certaines maladies auto-immunes (diabéte de type 1, maladie cceliaque), de I'obésité, et des
maladies  associées a I'obésité  (maladies  cardiovasculaires, hypertension,
hypercholestérolémie, diabéte de type 2,...). Cependant, d’autres études sont nécessaires afin

de confirmer leur lien avec I’allaitement maternel?°2,

Alors que le placenta permet les échanges sanguins entre la meére et I'’enfant durant la
gestation, I'allaitement maternel assure ainsi le continuum du lien entre la mere et I’enfant
apres la naissance. Bien que de nombreux efforts soient mis en place pour concevoir des
formulations artificielles de lait maternel, la composition de ce dernier varie d’une personne
a une autre et est hautement adaptée au nourrisson pour qui il est dédié. Celui-ci, riche en
facteurs protecteurs, trophiques, et nutritifs, protege le nourrisson des agents pathogenes,
favorise le développement des organes du nourrisson, et apporte I’'énergie nécessaire a leur
bon fonctionnement. De fagon intéressante, la majorité des composants du lait sont
pléiotropes et peuvent donc exercer plusieurs fonctions différentes (nutritive,

développementale, protectrice).
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e Apport d’énergie et nutrition du nourrisson

De par la richesse et la diversité des constituants du lait maternel, celui-ci est considéré
comme aliment de base pour le nourrisson. Deux catégories de facteurs nutritifs coexistent

dans le lait maternel : les macronutriments et les micronutriments.

- Macronutriments
Les macronutriments présents dans le lait maternel peuvent étre classés en trois catégories :
les lipides, les protéines, et les glucides.
Les lipides constituent la source d’énergie la plus importante du lait maternel (=~ 50% de
I’énergie totale). Ces lipides sont essentiels a la prise de masse du nourrisson ainsi qu’au
développement de son systeme nerveux. Majoritairement constitués de triglycérides (98%),
ces derniers sont également composés de di- et mono-glycérides, ainsi que d’acides gras
libres, de phospholipides, et de cholestérol. De fagon intéressante, la teneur en lipides dans
le lait maternel varie selon les besoins du nourrisson, notamment au cours de la lactation mais
également au sein d’'une méme tétée. Ainsi, la concentration lipidique du lait maternel éjecté
en fin de tétée (ou « hindmilk ») est deux a trois fois supérieures que celle du lait éjecté en
début de tétée (ou « foremilk »).
La deuxiéme source d’énergie véhiculée par le lait maternel est apportée par les protéines.
Plus de 400 protéines différentes sont présentes dans le lait maternel, contribuant a environ
40% de l'apport énergétique total du lait maternel. Dégradées lors de la digestion, les
protéines du lait maternel servent essentiellement de source en acides aminés, mais sont
également impliquées, de par leur pléiotropie, dans le développement et la protection du
nourrisson. Deux types de protéines coexistent dans le lait maternel : les protéines solubles
et les protéines insolubles. La majorité des protéines du lait sont solubilisées dans le
lactosérum, dont les plus abondantes sont la lactoferrine, I’a-lactalbumine, les lysozymes, les
immunoglobulines et I'albumine sérique. Alors que certaines caséines sont également
solubilisées dans le lactosérum, la plupart sont insolubles. Ainsi, les caséines a et 3, insolubles,
s’organisent en micelles stabilisées par les caséines k, et les molécules de phoshate de calcium
permettent le pontage inter-micellaire et la formation d’agrégats micellaires.
Enfin, le principal glucide présent dans le lait maternel est le lactose, hétérodisaccharide

formé par la liaison covalente d’'une molécule de glucose avec une molécule de galactose.
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Uniguement produit par la glande mammaire en lactation, celui-ci constitue un sucre exclusif
au lait maternel. Comme les lipides, la teneur en lactose reste stable au cours du temps dans
le lait maternel mature. Celui-ci est en effet essentiel au maintien de la pression osmotique
nécessaire a la sécrétion d’eau par les cellules luminales, et contribue également a
I’absorption des sels minéraux (dont le calcium) par I’épithélium intestinal du nourrisson.
D’autres glucides sont présents dans le lait maternel, tels que les oligosaccharides. En
revanche, ces derniers ne présentent aucun role nutritionnel reconnu mais présentent plutot

un réle protecteur (voir section « Protection du nourrisson »).

- Micronutriments
Le lait maternel contient de nombreux micronutriments essentiels a la nutrition du nourrisson,
tels que des sels minéraux et des vitamines. De fagon intéressante, celui-ci constitue une
source importante de vitamines A, B1, B2, B6, et B12. Provenant de la circulation sanguine
maternelle, la teneur en vitamines dans le lait maternel est étroitement liée a la diete
maternelle, et il est ainsi recommandé a la meére de suivre un régime multivitaminé au cours
de la lactation. En revanche, de fagon indépendante a la diete, les vitamines K et D sont
présentes en tres faible quantité dans le lait maternel, et il est conseillé de supplémenter

I’allaitement maternel du nourrisson avec ces deux vitamines.

e Développement du nourrisson

Outre le pouvoir nutritif important du lait maternel pour le nourrisson, celui-ci constitue
également une source de facteurs de croissance nécessaires au développement et a la
maturation post-natale de plusieurs organes. Ceux-ci agissent principalement au niveau de

I’épithélium intestinal.

A la naissance, I'épithélium intestinal du nourrisson est partiellement mature (voir partie « La
barriere intestinale, une barriére physiologique complexe »). Certains facteurs de croissance
présents dans le lait maternel contribuent au développement et a la maturation de la barriere
intestinale du nourrisson. Parmi ceux-ci, le facteur de croissance épidermique EGF
(« epidermal growth factor », en anglais) est présent en grande quantité dans le lait maternel.

Dans le colostrum et le lait mature, celui-ci est en effet 2000 fois et 100 fois plus concentré
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que dans le sérum, respectivement. Résistant au pH acide de I'estomac et aux enzymes
protéolytiques, I'EGF présent dans le lait maternel induit la prolifération cellulaire des
entérocytes, stimule la synthése protéique entérocytaire, et facilite I’absorption de I'eau et du
glucose par I'épithélium intestinal?®3. De par I'inhibition de I'apoptose et la protection des
jonctions serrées intestinales des effets de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a, I'EGF
participe au maintien de la structure de I"épithélium intestinal et réduit les risques
d’entérocolite nécrosante?%. Les jonctions serrées intestinales sont également préservées par
d’autres facteurs trophiques présents dans le lait maternel, telle que I'érythropoiétine, qui
pourrait également jouer un réle important dans la prévention des entérocolites nécrosantes
par le lait maternel?®. Enfin, d’autres facteurs de croissance présents dans le lait maternel
permettent le développement et I’expansion de I’épithélium intestinal, tel que le facteur de
croissance hématopoiétique granulocytaire humain G-CSF (« granulocyte — colony stimulating
factor », en anglais)?°®,

De plus, plusieurs neurotrophines telles que le GDNF, le CNTF, et le BDNF?293:207.208 ‘agsentielles
ala croissance neurale et au développement des connexions synaptiques, sont présentes dans
le lait maternel. Leur présence en grande quantité dans le lait maternel pourrait ainsi accélérer
le développement du systeme nerveux entérique du nourrisson et la mise en place du

péristaltisme de son tube digestif2%3,

Enfin, le lait maternel permet également le développement et la maturation du systeme
immunitaire du nourrisson. Celle-ci est permise par de nombreuses cytokines et

209 présentes dans le lait maternel, ainsi que certains oligosaccharides enrichis en

chimiokines
fucose, celui-ci étant important la modulation et la stimulation du systéeme immunitaire du

nourrisson.

e Protection du nourrisson

Apres la naissance, les liens médiés par le placenta entre la mére et I’enfant sont interrompus
et le nourrisson devient indépendant de sa mere. Cependant, le fonctionnement de son
systéme immunitaire reste relativement immature. En effet, bien que plusieurs cellules
immunitaires se développent au cours de la gestation?!?, la coopération de celles-ci au cours

de la régulation de la réponse immunitaire est imparfaite et nécessite d’étre assistée de fagon

92



exogene. Ainsi, le lait maternel permet le continuum du transfert de I'immunité de la mere a
I’enfant aprés la naissance et la protection du nourrisson vis-a-vis des agents pathogéenes.
Cette protection est assurée par de nombreux facteurs, non immunologiques et

immunologiques.

- Facteurs non immunologiques
Outre leur fonction nutritive et/ou développementale, certains facteurs protéiques et
glucidiques exercent également une activité protectrice, tels que la lactoferrine, le lysozyme,
la lactadhérine, les mucines, ou encore les oligosaccharides.
La lactoferrine constitue I'une des protéines solubles les plus abondantes dans le lactosérum
(1a3g/L). Son action antimicrobienne a été démontrée chez plusieurs agents pathogeénes tels
que certains virus, levures, et bactéries?®. Les mécanismes d’action antivirale médiée par la
lactoferrine sont principalement liés a la phase d’entrée du virus au sein de la cellule cible, en
interférant notamment avec I’adsorption virale a la surface cellulaire?!’. La lactoferrine exerce
également un effet a la fois bactériostatique en empéchant la croissance bactérienne via la
séquestration du fer, et bactéricide en dégradant les membranes bactériennes?,
Le lysozyme exerce également une action bactéricide en dégradant le peptidoglycane,
constituant principal de la paroi bactérienne.
D’autres protéines, présentes a la surface des globules gras, protégent le nourrisson de facon
aspécifique en exergant une activité antimicrobienne. Ainsi, la lactadhérine protege le
nourrisson de I'infection par le Rotavirus, alors que certaines mucines (MUC1, MUC4) exercent
une action antimicrobienne a large spectre contre plusieurs virus (VIH, Rotavirus, virus
Norwalk) et bactéries (Salmonella enterica). De plus, la digestion des globules gras par les sucs
gastriques permet la libération des triglycérides, digérés en acides gras et monoglycérides. Ces
produits de dégradation agissent comme détergeants et dégradent les membranes de
certains virus enveloppés et de certaines bactéries!19111.212,
Enfin, le lait maternel comporte de nombreux oligosaccharides. Au nombre d’environ 200, les
oligosaccharides constituent des polymeéres osidiques comportant entre 3 et 32
monosaccharides par molécule, dont les cing représentants sont le L-fucose, le D-glucose, le
D-galactose, la N-acetylglucosamine, et I’acide N-acétylneuraminique (ou acide sialique). En

mimant les récepteurs cellulaires de nombreux agents pathogénes, les oligosaccharides
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préviennent la fixation de ces derniers sur les récepteurs exprimés a la surface de I'épithélium

intestinal?®3,

- Facteurs immunologiques
Alors que de nombreux facteurs non immunologiques jouent un role dans la protection
aspécifique du nourrisson vis-a-vis de plusieurs agents pathogenes, le lait maternel assure
également la continuité du transfert de I'immunité maternelle a son enfant aprées la naissance.
Les facteurs immunologiques impliqués dans ce transfert d’immunité peuvent étre solubles

(immunoglobulines) et cellulaires (cellules immunitaires).

Facteurs solubles. Les immunoglobulines majoritairement présentes dans le colostrum et le
lait maternel sont les IgA (87 a 90%), les IgM (8 a 10%), et les IgG (2 a 3%)?3. Les proportions
de chaque isotype sont conservées au cours de la lactation, bien que la teneur en
immunoglobulines maternelles totales soit nettement supérieure dans le colostrum que dans
le lait mature?®3. Ainsi, alors que la teneur en IgA dans le colostrum s’éléve a 12-17g/L, celle-
ci chute a environ 1g/L dans le lait mature, les autres immunoglobulines (IgM et IgG) n’étant
par conséquent que trés peu représentées dans le lait mature?!3214, Ces disparités de teneur
en immunoglobulines totales dans le colostrum par rapport au lait mature peuvent étre
expliquées par la perméabilité de I’épithélium mammaire au cours des premieres 48h heures
aprés la naissance. De plus, seules les immunoglobulines polymériques (IgA et IgM)
franchissent I"épithélium mammaire imperméable par transcytose, via le récepteur des
immunoglobulines polymériques (plgR), expliquant la faible teneur en IgG dans le lait
maternel.

Les IgA maternelles transmises au nourrisson via le lait maternel sont essentiellement
spécifiques d’agents pathogenes entériques. En effet, suite a I'exposition de la meére a un
agent pathogene entérique, celui-ci est pris en charge par les cellules immunitaires du tissu
lymphoide associé aux intestins (GALT ou « gut-associated lymphoid tissue », en anglais),
entrainant I'activation des lymphocytes T et la stimulation des lymphocytes B. Ces derniers,
produisant des IgA, sont alors appelés plasmocytes, et migrent vers le tissu mammaire selon
un axe entéro-mammaire. Les IgA dimériques produits par les plasmocytes sous I'épithélium
mammaire et sécrétés dans le colostrum et/ou le lait maternel sont alors spécifiques des

agents pathogenes rencontrés par la mere et contribuent ainsi a la protection du nourrisson

94



vis-a-vis des agents pathogenes auxquels celui-ci pourrait étre exposé. Celles-ci agissent
localement au niveau de I'épithélium intestinal en neutralisant les agents pathogenes dans le
lumen intestinal et en empéchant ainsi la pénétration de ces derniers au sein de I'épithélium
intestinal. Il a été démontré que des IgA sécrétoires spécifiques de plusieurs protéines du VIH
étaient sécrétés dans le lait maternel de femmes infectées. Leur action protectrice a été
démontrée a plusieurs reprises, via la neutralisation du virus afin d’empécher la transcytose
virale a travers I"épithélium intestinal, démontrant le réle protecteur et spécifique des IgA
présentes dans le lait maternel.

De facon intéressante, un deuxiéme axe « site inducteur/site effecteur », I’axe broncho-
mammaire, permettant la migration des plasmocytes depuis I’appareil respiratoire de la mere
vers le tissu mammaire, pourrait également résulter en la sécrétion d’IgA dans le lait maternel
et contribuer ainsi a la protection du nourrisson des agents pathogénes respiratoires?’®. Les
« fausses routes » étant fréquentes chez le nourrisson tétant, I’"hypothese d’une protection
locale des IgA sécrétoires maternelles au niveau de "appareil respiratoire du nourrisson ne
peut étre exclue. Bien que les mécanismes exacts de protection n’aient pas été investigués, il
a été démontré que I'allaitement prolongé de plus de 6 mois était protecteur de certaines

infections respiratoires?16-217,

Facteurs cellulaires. Bien que la plupart des cellules présentes dans le lait maternel soient
d’origine mammaire (cellules épithéliales luminales et myoépithéliales, cellules souches),
celui-ci comporte également de nombreuses cellules immunitaires. La composition des
cellules immunitaires reste aujourd’hui tres discutée. En effet, alors que certaines études
démontrent que les macrophages représenteraient les principales cellules présentes dans le
lait maternel (80%)2°3, d’autres affirment que la majorité des leucocytes présents dans le lait
maternel seraient les neutrophiles (80%), puis les monocytes/macrophages (15%) et les
lymphocytes (4%)%18. En 2015, une étude visant a caractériser précisément les proportions des
différentes populations leucocytaires du lait maternel aboutit a la conclusion que les cellules
immunitaires maternelles présentes dans le lait maternel étaient représentées par 12 a 27%
de neutrophiles, 9 a 20% de précurseurs myéloides, 8 a 17% de granulocytes immatures, et 6
a 7% de lymphocytes T non cytotoxiques??®.

Comme les IgA, les cellules immunitaires sont plus abondantes dans le colostrum (13 a 20%

des cellules totales) que dans le lait mature (1 a 2%). De facon intéressante, il a été montré
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que plusieurs cellules immunitaires présentes dans le lait maternel exprimaient des

marqueurs spécifiques de certaines muqueuses?*®

, suggérant que la majorité de ces cellules
proviennent de plusieurs sites inducteurs, tels que les amygdales et les plaques de Peyer suite
a leur migration broncho- et entéro-mammaire. Celles-ci conferent une immunité active au
nourrisson en phagocytant les agents pathogénes, en sécrétant des cytokines, et en assistant
le développement du systeme immunitaire du nourrisson. En guise d’exemple, les monocytes
du lait maternel sont capables de se différencier en cellules dendritiques suite a I'effet
autocrine du facteur de croissance GM-CSF (« granulocyte-macrophage colony stimulating
factor », en anglais) et de l'interleukine-4 (IL-4), et ainsi stimuler I’activité des lymphocytes T
du nourrisson??°. De fagon intéressante, il a été démontré que ces cellules étaient également
capables de pénétrer chez le nourrisson et s’y installer de facon pérenne. Ce phénomene,
appelé microchimérisme, aurait exclusivement lieu lors des premiers jours aprées la naissance
lorsque I’épithélium intestinal est perméable, et permettrait d’assister le développement du
systeme immunitaire du nourrisson et sa protection. Aujourd’hui, ce microchimérisme de
cellules maternelles a I'enfant a été mis en évidence chez plusieurs modeles animaux (souris,

babouins, etc)??L.

Enfin, le statut infectieux de la meére ou du nourrisson a un impact sur I’'abondance des cellules
immunitaires dans le lait maternel, dévoilant les interactions dynamiques entre la mére et
I’enfant lors de I'allaitement maternel???. En effet, il a été démontré que le nombre de
leucocytes augmentait significativement dans le lait maternel en cas d’infection de la mere
(mastite, infection gastro-intestinale, mycose vaginale) mais aussi du nourrisson (rougeole,
rhume infantile)??? afin de répondre aux besoins du nourrisson. Cependant, si les cellules
immunitaires maternelles sont les cibles d’'un agent pathogene au cours d’une infection

maternelle, celui-ci aura d’autant plus de chances d’étre transmis au nourrisson.

3. Le lait maternel, un fluide biologique vecteur d’agents pathogenes

Puisque certains constituants du lait maternel proviennent de la circulation sanguine
maternelle, certains agents chimiques (tabac, alcool, drogues, médicaments, antibiotiques,...)
et biologiques néfastes peuvent également étre excrétés dans le lait maternel et étre transmis

au nourrisson. Bien que les bénéfices physiologiques (nutritifs, développementaux,
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protecteurs) liés a I'allaitement maternel surpassent souvent les risques liés a I'ingestion de
plusieurs de ces agents par le nourrisson, I’allaitement maternel peut néanmoins étre contre-

indiqué dans certains cas.

e Bactéries

Chez le nourrisson, les infections bactériennes sont fréquentes. En revanche, trés peu d’entre
elles ont été démontrées comme étant transmises par le lait maternel au cours de
I'allaitement. En effet, seules M. tuberculosis, S. aureus, et St. Agalactiae ont été, en
association avec des infections et/ou lésions du sein résultant en mastites, décrites comme
transmises via le lait maternel®?*. Alors que les infections bactériennes maternelles sont
rarement accompagnées d’une transmission au nourrisson au cours de |'allaitement, cette
derniere pourrait en effet étre inhibée par les facteurs protecteurs présents dans le lait
maternel.

En revanche, il est aujourd’hui admis que le lait maternel véhicule de nombreuses bactéries
commensales. En effet, le lait maternel ingéré par le nourrisson ne constitue pas un fluide
biologique stérile mais abrite une diversité bactérienne (microbiote) essentiellement dominée
par les genres bactériens Staphylococcus (abondance relative : 15,8%) et Streptococcus
(8,2%)%2°. D’autres bactéries sont représentées telles que les bactéries du genre Serratia ou
les bactéries lactiques (Lactobacillus, Bifidobacterium), partiellement ou strictement
anaérobiques. Alors que certaines populations bactériennes proviennent de la peau du
mamelon, d’autres sont, comme les cellules immunitaires présentes dans le lait maternel,
originaires des intestins de la mere allaitante. En effet, celles-ci sont principalement
véhiculées par les cellules dendritiques, aboutissant a un transfert efficace du microbiote
intestinal maternel a I'enfant??%. Par des expériences d’allaitement croisé réalisées au cours
des 48 premieres heures apreés la naissance, il a été démontré que le microbiote intestinal de
souriceaux était dicté par la souris allaitante et non par la souris mére??’, démontrant le réle
du microbiote du lait maternel dans la colonisation des intestins du nouveau-né. Les roles du
microbiote intestinal dans la protection et le développement du nouveau-né sont développés

dans la partie « La barriere intestinale : une barriere physiologique complexe ».
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e \irus

Les principaux agents pathogenes transmis au cours de I’allaitement maternel sont des virus.
Bien que le génome et/ou des particules infectieuses de plusieurs espéces virales aient été
détectés dans le lait maternel de femmes infectées, seuls trois virus sont reconnus comme
efficacement transmis par le lait maternel et résultant en une infection chronique chez le
nourrisson : le cytomégalovirus (CMV), le virus de I'immunodéficience humaine de type | (VIH-

1), et le virus de la leucémie T humaine de type 1 (HTLV-1).

- Principaux milk-borne virus : CMV, VIH-1, HTLV-1

Le cytomégalovirus (CMV). Le CMV est un virus appartenant a la famille des Herpesviridae. En
France, environ 40% des femmes sont infectées par le CMV?28, Au cours de la grossesse, et
plus particulierement au cours du 3°™® trimestre, celles-ci transférent leur immunité
spécifique (1gG anti-CMV) au nourrisson par voie transplacentaire??°, Puis, aprés la naissance,

230 ot est excrété dans le lait

le CMV est réactivé dans la glande mammaire en lactation
maternel chez 80% des femmes séropositives, soit sous forme associée aux cellules ou de
particule virale libre?31. Non détecté dans le colostrum, I’excrétion virale du CMV dans le lait
maternel augmente ensuite au cours du temps jusqu’a atteindre un pic d’excrétion maximal
entre 4 et 8 semaines post-partum?3?,

Alors que le taux de transmission du CMV au cours de I'allaitement maternel est compris entre
20 et 40% dans les pays développés, celui-ci s’éleve a 80-90% dans les pays sous-
développés?!. Certains facteurs de risques augmentant I’efficacité de transmission du CMV
par le lait maternel sont aujourd’hui bien connus, tels que la charge virale dans le lait maternel,
la durée de I'allaitement, ainsi que la précocité du processus d’excrétion virale dans le lait
maternel au cours de la lactation, signifiant a fortiori la précocité d’exposition du
nourrisson?31232, Bien que l'infection par le CMV au cours de I'allaitement maternel soit
majoritairement asymptomatique, celle-ci s’accompagne de manifestations cliniques
importantes chez les nourrissons nés prématurément (syndrome proche du sepsis, troubles
développementaux du systéme nerveux). Ces différences de symptomatologie pourraient
étre liées a un défaut de protection da a I'interruption du transfert transplacentaire d’lgG au

cours du troisiéme trimestre de grossesse chez les nourrissons nés prématurément?33,
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D’un point de vue mécanistique, des cellules primaires de glande mammaire humaine sont
permissives a I'infection par le CMV?*, suggérant que les cellules épithéliales de la glande
mammaire peuvent étre impliquées dans I’excrétion virale du CMV dans le lait maternel. Chez
le nourrisson, linfection productive des entérocytes pourrait enfin permettre le

ranchissement de la barriére intestinale et I’entrée virale chez I’hote*®.
f h tdelab testinale et I'ent le chez I’héte?®®

Le virus de 'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1). Le VIH-1 appartient a la famille
des Retroviridae et au genre Lentivirus. En 2017, alors que la prévalence de I'infection par le
VIH-1 chez les enfants était de 1,8 millions, 180 000 nouveaux cas d’infection infantile ont été
recensés?31, Bien que la transmission mére-enfant du VIH-1 puisse étre assurée ante-partum
(par voie transplacentaire), intra-partum (au cours de I’'accouchement suite a I’échange de
fluides biologiques), et post-partum (par allaitement maternel), cette derniere voie de
transmission est majoritaire et est responsable d’environ 100 000 nouveaux cas par an?..
D’apres différentes études, le génome viral ou proviral est détecté dans le lait maternel de 20
a90% des femmes infectées?3123%, et ce de facon plus importante juste aprés la naissance ainsi
que chez les femmes a partir desquelles la transmission a I'enfant a eu lieu?3”238, Ainsi, la
charge virale, la précocité du démarrage ainsi que la durée de I'allaitement (effet cumulatif)
constituent des facteurs de risque importants. Comme le CMV, des particules infectieuses
libres et des cellules infectées ont été détectées dans le lait maternel. Cependant, I'entité
infectieuse responsable de la transmission virale de la mere a I’enfant au cours de I'allaitement
reste indéterminée. Alors que la particule virale libre est capable de franchir un modele in
vitro d’épithélium intestinal par transcytose?3, I'intrusion de cellules maternelles infectées au
sein de I’épithélium intestinal puis leur dissémination dans I’organisme ne peut étre exclue.
Aujourd’hui, la prévention de la transmission mere-enfant du VIH-1 au cours de I'allaitement
maternel a progressé et est essentiellement permise par le traitement antirétroviral de la
meére et la prophylaxie post-exposition du nouveau-né?3124%, De plus, bien que ce ne soit pas
le cas des pays sous-développés, I'allaitement maternel peut aisément étre substitué dans les

pays développés.

Le virus de la leucémie T de I'adulte de type 1 (HTLV-1). Parmi les rétrovirus, le virus HTLV-1
appartient au genre Deltaretrovirus. Egalement transmis par voies sexuelle et sanguine,

I’allaitement maternel constitue I'un des modes de transmission majeurs d’HTLV-1%41, Bien
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gue des études épidémiologiques n'aient pas été réalisées dans toutes les régions du monde,
la prévalence mondiale de l'infection HTLV-1 est estimée a au moins 5 a 10 millions
d’individus?4?, répartis de facon hétérogéne en plusieurs zones d’endémie dans lesquelles
I"allaitement maternel est une pratique courante (Japon, Afrique subsaharienne, Amérique du
Sud, Caraibes, Australo-Mélanésie). Dans les années 1980, un programme de prévention
mené dans l'une de ces régions (Nagasaki, au Japon) consista en la suppression de
I"allaitement maternel par les femmes infectées afin de réduire I'incidence de I'infection HTLV-
1 chez les nourrissons. En effet, ce programme résulta en une diminution drastique de la
transmission mére-enfant du virus HTLV-1 (20,3% puis 2,5% avant et apres le programme,
respectivement)?®. Exclusivement transmis sous forme associée aux cellules, les risques de
transmission du virus HTLV-1 sont directement corrélés a la charge provirale dans le lait
maternel. Cependant, les anticorps maternels présents dans le lait maternel sembleraient
protéger le nourrisson de l'infection par HTLV-1 au cours de l'allaitement. La durée de
I’allaitement maternel constituant un facteur de risque important pour la transmission mere-
enfant du virus HTLV-1, la disparition des anticorps maternels au cours du temps pourrait
expliquer ces observations. En revanche, de fagon surprenante, des taux élevés d’anticorps
circulants spécifiques dans le sang maternel constitueraient un facteur de risque de
transmission. Corrélant avec la charge provirale, ces derniers pourraient cependant refléter
I'importance la charge provirale. En moyenne, 10 a 25% des nourrissons allaités par une
femme infectée par HTLV-1 acquiérent le virus?3%. D’un point de vue expérimental, des cellules
épithéliales luminales de glande mammaire humaine ainsi que des macrophages présents
dans le lait maternel ont, in vitro, été démontrés comme sensibles a l'infection HTLV-1,
accompagnée d’une transformation cellulaire, suggérant que ces cellules pourraient
constituer des entités infectieuses et jouer un réle dans la transmission par I'allaitement.
Sandra Martin-Latil et ses collegues ont démontré que le virus HTLV-1 était également capable
de franchir un modeéle in vitro d’épithélium intestinal par transcytose?*, suggérant
I’épithélium intestinal comme potentielle porte d’entrée du virus chez le nourrisson. Alors que
la transmigration des cellules infectées par HTLV-1 a travers I’épithélium intestinal n’a pas été
démontrée, le microchimérisme de cellules infectées par HTLV-1 pourrait également

contribuer a la transmission du virus au nourrisson.
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- Arbovirus

Plusieurs arbovirus ont été décrits comme étant excrétés dans le lait maternel. Dans la plupart
des cas, seul le génome viral a été détecté, mais I'isolement de particules infectieuses a partir
de certains échantillons révele un risque de transmission au nourrisson via l'allaitement
maternel. A ce jour, la présence de quatre Flavivirus (WNV, DENV, YFV, ZIKV) et d’un

Alphavirus (CHIKV) a été rapportée dans le colostrum et/ou le lait maternel humain07.245,

Virus du chikungunya (CHIKV). Au retour d’un voyage en zone d’endémie pour CHIKV, DENV,
et ZIKV, une femme agée de 28 ans a développé des symptoémes non spécifiques tels que des
éruptions cutanées et des maux de téte accompagnés d’une asthénie (fatigue). Trois jours
apres I'apparition des symptémes, I'infection par CHIKV fut confirmée et les infections DENV
et ZIKV écartées?®. De facon intéressante, le génome viral de CHIKV a également été détecté
dans le lait maternel 3 et 23 jours apres I"apparition des symptdmes, apres la clairance virale
dans la circulation sanguine, démontrant une persistance virale de CHIKV dans le lait
maternel?*. L’allaitement du nourrisson, 4gé de 3 mois, a été interrompu dés I’apparition des

symptomes, et celui-ci n’a pas été infecté.

Virus de la dengue — sérotype 1 (DENV-1). Le génome viral de DENV-1 a été détecté dans le
lait maternel de femmes infectées dés le premier jour et jusqu’a 14 jours aprés |'apparition
des symptémes??’. De fagon intéressante, la cinétique d’excrétion virale de DENV-1 dans le
lait maternel a pu étre réalisée chez des femmes infectées quelques jours avant ou apres
I’accouchement pendant une épidémie de dengue en Nouvelle-Calédonie (décembre 2012 a
octobre 2013)24%, Contrairement a la virémie, dont la courbe représentative au cours du temps
a Iallure d’un pic, I’excrétion virale de DENV-1 dans le lait maternel est caractérisée par un
plateau associé a une détection prolongée du génome viral jusqu’a 18 jours apres la
naissance?*®, Dans cette étude, 'infection d’un nouveau-né associée a I’absence de virémie
dans le sang de cordon ombilical suggere une potentielle transmission par le lait maternel.
Dans une autre étude, des particules infectieuses de DENV-1 ont été isolées dans le lait
maternel, et la transmission mére-enfant de DENV-1 au cours de I'allaitement a fortement été
suggérée chez un nourrisson ayant contracté I'infection DENV-1 aprés avoir été allaité par une

femme infectée??’.
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Virus du Nil occidental (WNV). Le 2 septembre 2002, une femme agée de 40 ans accoucha et
recut deux concentrés de globules rouges provenant d’un donneur, plus tard diagnostiqué
comme infecté par WNV2%8, 13 jours plus tard, des IgM spécifiques anti-WNV ont été détectés
dans le liquide céphalo-rachidien, confirmant I'infection de la mére par WNV. Au 16°™¢ jour,
le génome de WNV a été détecté dans le lait maternel?*®, ’allaitement ayant été entrepris le
jour de la naissance, des tests diagnostiques moléculaires et sérologiques ont été réalisés chez
le nourrisson: bien que les premiers furent négatifs, le nourrisson présenta des IgM
spécifiques anti-WNV?%, Le génome viral de WNV a également été détecté dans le colostrum
de femmes ayant été infectées avant I'accouchement?*. De facon intéressante, des IgG, IgM,
et IgA spécifiques de WNV ont été détectés dans le colostrum et le lait maternel.?*® En
revanche, étant donné que l'infection maternelle a eu lieu longtemps avant la naissance, la
cinétique d’excrétion de ces anticorps a partir de I'apparition des symptomes ne peut étre
évaluée de fagon fiable. Enfin, alors que le génome viral n’a jamais été détecté chez le
nourrisson, I'infection de ce dernier a été démontrée de fagon indirecte par la présence d’lgM

spécifiques anti-WNV.

Virus de la fieévre jaune (YFV). Suite a une vaccination contre la fievre jaune, trois cas de
transmission mere-enfant de la souche vaccinale 17D de YFV via I’allaitement maternel ont
été décrits'%’, parmi lesquels un cas a été confirmé?>, Le 7 avril 2009, une femme agée de 22
ans ayant accouché par voie césarienne se présente a I’hdpital pour une intervention post-
chirurgicale et recoit, en raison du contexte endémique de la fiévre jaune (Brésil), la souche
vaccinale 17DD de YFV?°. A partir du 15 avril, soit 23 jours aprés I"accouchement, le
nourrisson, allaité depuis le jour de sa naissance, développa de la fievre accompagnée de
convulsions de plus en plus fréquentes et intenses. Le 19 avril, I’ARN viral de la souche 17DD
ainsi que des IgM spécifiques de YFV furent détectés dans le liquide céphalo-rachidien (LCR)
du nourrisson. Bien que le lait maternel n’ait pas été testé, la transmission de la souche
vaccinale 17DD de YFV par allaitement maternel fut confirmée suite au séquencgage de I'isolat
prélevé dans le LCR du nourrisson®>°, De facon intéressante, la transmission de la souche
vaccinale 17DD au nourrisson par allaitement maternel fut accompagnée d’une pathogénicité
neurologique sévere, obligeant les instances a contre-indiquer la vaccination contre la fievre

jaune en période d’allaitement.
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Virus Zika (ZIKV). Le génome viral de ZIKV a été détecté dans le lait maternel de plusieurs
femmes infectées!?’. Celui-ci a été quantifié dans certaines études, révélant des charges
virales importantes (2,9.10% a 2,4.10° copies/mL), nettement supérieures a celles détectées
dans la circulation sanguine (0 a 7,0.10* copies/mL)1%’. Majoritairement détectées dans le lait
maternel entre 3 et 5 jours apres I"apparition des symptomes, d’'importantes charges virales
ont également été détectées plus tardivement, correspondant a différentes périodes de la
lactation. Ainsi, Sotelo et collegues ont pour la premiére fois décrit une excrétion virale de
ZIKV dans le lait maternel 14 jours, 23 jours, et plus de 30 jours apres I"apparition des
symptdmes, sans chute drastique de la charge virale entre 14 et 30 jours (2,4.10° et 2,2.10°
copies/mL, respectivement), démontrant la capacité de ZIKV a persister dans ce fluide
biologique et a étre excrété au cours de la lactation®®. De facon intéressante, I'infection de la
mere ayant eu lieu avant la naissance, ces prélevements correspondent au colostrum et au
lait transitionnel. Bien que non systématique, la présence de particules infectieuses dans le
lait maternel a également été démontrée a plusieurs reprises, y compris dans le colostrum et
dans le lait transitionnel®%°,

Parmi les études ayant rapporté la présence de génome viral et/ou de particules infectieuses
dans le lait maternel, deux ont décrit une transmission probable de ZIKV de la mére au
nourrisson par le lait maternel’®1% (Figure 11 de la partie | : ZIKV). Dans la premiére étude,
bien qu’aucune particule virale infectieuse n’ait pu étre isolée, de fortes charges virales dans
le lait maternel associées a linfection du nourrisson permirent de chronologiquement
suspecter une transmission via I'allaitement’®. Dans la seconde étude, les ARN viraux ZIKV
extraits a partir du lait maternel de la mere infectée et de |'urine du nourrisson agé de 5 mois
furent identiques a 99%, démontrant une transmission de la mére a I’'enfant de ZIKV au cours
de I'allaitement maternel?®®109 De plus, I'dge avancé du nourrisson (5 mois) ainsi que le
maintien de celui-ci a I’abri de vecteurs potentiels (habitation sous air climatisé) permit de
renforcer la plausibilité de ce mode de transmission. Ce dernier aurait ainsi pu, au cours de
I’épidémie ZIKV en Amérique Latine (2015-2016), étre impliqué dans I'augmentation du

nombre de nourrissons infectés.

Pour conclure, la transmission mére-enfant des arbovirus, bien que difficile a démontrer, a a
ce jour été confirmée pour YFV et fortement suggérée pour ZIKV. Alors que l'allaitement

maternel est indispensable pour le développement et la survie des nourrissons dans plusieurs
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pays sous-développés, I'abstinence de cette pratique en raison d’une infection virale
maternelle peut étre fatale pour le nourrisson. Ainsi, il est nécessaire de comprendre les
mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la transmission de ces virus au cours
de I’allaitement afin de proposer des stratégies thérapeutiques adaptées tout en maintenant
le processus d’allaitement. Pour les trois principaux virus transmis par le lait maternel (CMV,
HTLV-1, VIH-1), I'infection des cellules épithéliales de glande mammaire humaine et le
franchissement de la barriere intestinale ont été démontrés. En revanche, peu d’études ont,
a I'heure actuelle, investigué les potentiels mécanismes de transmission d’autres virus

détectés dans le lait maternel, tels que ZIKV.
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I1l. LA BARRIERE INTESTINALE : UNE BARRIERE PHYSIOLOGIQUE
COMPLEXE

A. Généralités

1. Anatomie et fonctionnement de I'appareil digestif

L'appareil digestif, ou tractus gastro-intestinal, existe chez tous les étres vivants
pluricellulaires. Celui-ci permet I’alimentation de I'organisme nécessaire a son bon

développement et fonctionnement.

e Anatomie de I'appareil digestif

L’appareil digestif se présente sous la forme d’un tube — le tube digestif — autour duquel des
glandes annexes exocrines et amphicrines (c’est-a-dire a la fois endocrines et exocrines)
facilitent le processus de digestion, telles que les glandes salivaires, le foie, la vésicule biliaire,
et le pancréas. Formé au cours du développement embryonnaire, le tube digestif couvre
environ 300 m? et constitue la plus vaste surface d’échange de |‘organisme avec
I’environnement extérieur?!, Celui-ci est divisé en plusieurs compartiments aux fonctions
bien distinctes : la bouche, I'cesophage, I'estomac, I'intestin gréle (duodénum, jéjunum,
iléum), le gros intestin (caecum, colon ascendant, colon transverse, colon descendant, colon

sigmoide, rectum), et I'anus (Figure 23).

e Fonctionnement de I'appareil digestif

Au cours du passage successif du bol alimentaire dans les différents compartiments du tube
digestif, le tractus gastro-intestinal assure la nutrition de I'organisme par trois processus
principaux: la digestion progressive des aliments en nutriments, puis |'absorption des
nutriments qui constituent une source d’énergie, et I’élimination des nutriments non

assimilables ainsi que des déchets métaboliques.
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Figure 23. L’appareil digestif, ou tractus gastro-intestinal

L'appareil digestif, ou tractus gastro-intestinal, est constitué d’un tube digestif divisé en 6
compartiments (rose) : la bouche, I'cesophage, I'estomac, I'intestin gréle, le gros intestin, et I'anus. La
progression et la digestion des aliments dans le tube digestif sont facilitées par les excrétions des
glandes annexes du tube digestif (vert) : le foie, la vésicule biliaire, et le pancréas.

Adapté de la Société Canadienne du Cancer.

La digestion des aliments est essentiellement permise par la bouche, I'estomac, et le
duodénum. Dans la bouche, la mastication des aliments associée a I’action de la salive, riche

en hydrolases et en mucines (MUC5B, MUC7)%>2, permet le broyage, le déchiquetage, et le
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regroupement des aliments en masses compactes et lubrifiées facilement ingurgitées, le bol
alimentaire. Au cours du passage de celui-ci dans le pharynx, la déglutition entraine une suite
de contractions involontaires et non controlées des parois de I'cesophage (péristaltisme),
permettant le transport du bol alimentaire de la bouche vers I'estomac. L’entrée du bol
alimentaire dans celui-ci entraine alors la production de gastrine par les cellules
neuroendocriniennes stomacales, appelées cellules G, qui augmente la motilité intestinale et
active la sécrétion d’acide chlorhydrique (HCl) et de pepsinogéne (activé en pepsine en
conditions acides) dans le lumen stomacal. Sous I'action du broyage mécanique et de I’action
chimique des sucs gastriques (HCI, pepsine), le bol alimentaire est alors transformé en bouillie
alimentaire, appelée chyme. A la sortie de I'’estomac, le chyme se déverse dans le duodénum,

premier segment de I'intestin gréle.

L'intestin gréle mesure environ 7 metres de long et peut étre divisé en 3 parties: le
duodénum, spécialisé dans la digestion finale des macromolécules présentes dans le chyme
(protéines, glucides, lipides), le jéjunum, spécialisé dans I’absorption des produits de digestion
(acides aminés, monosaccharides, acides gras), et I'iléum, spécialisé dans I'absorption de
certaines vitamines.

Dans le duodénum, la digestion est permise par les enzymes localisées au niveau des
microvillosités présentes a la surface des entérocytes, ainsi que par les sucs pancréatiques et
les sels biliaires. Les sucs pancréatiques, excrétés par le pancréas, sont constitués d’ions
bicarbonates (HCO3') et d’enzymes protéolytiques (trypsinogeéne et chymotrypsinogéne clivés
en trypsine et chymotrypsine), glycolytiques (amylases), et lipolytiques (lipases), qui
neutralisent I’acidité du chyme provenant de I’estomac et dégradent les macromolécules en
nutriments assimilables (acides aminés, monosaccharides, acides gras, glycérol,...),
respectivement. Les sels biliaires, produits par le foie et sécrétés par la vésicule biliaire,
favorisent la réorganisation des lipides en micelles. Suite a ces digestions enzymatiques, le
chyme est alors nommé chyle.

Bien que le transit intestinal soit rapide dans I'intestin gréle, la majorité des nutriments sont
absorbés par I'épithélium du jéjunum, permettant |'apport d’énergie nécessaire au
développement et au fonctionnement de I'organisme. Les vitamines, les lipides, ainsi que les

sels biliaires sont essentiellement absorbés au niveau de I'iléum.
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L'exces de déchets et les nutriments non assimilables du chyle sont ensuite transférés dans le
gros intestin, constitué du caacum, du colon (ascendant, transverse, descendant, sigmoide) et
du rectum. Le ceecum, impliqué dans le stockage et la fermentation de la cellulose chez les
animaux herbivores, n’exerce a ce jour aucun role connu dans les processus de digestion et
d’absorption chez I’'Homme. En revanche, le colon est spécialisé dans I’absorption hydrique.
Celui-ci absorbe I’eau du chyle, entrainant sa déshydratation et sa transformation en matiere
fécale.

Enfin, celle-ci est stockée dans le rectum, puis est éliminée de I'organisme par I’anus lors de

la défécation.

e La place des intestins dans I"appareil digestif

Les intestins constituent la majeure partie de I'appareil digestif et jouent un role majeur dans
le processus général d’alimentation de I'organisme. Impliqués dans la digestion finale des
macromolécules en nutriments assimilables (duodénum), les intestins exercent de facon
exclusive la fonction essentielle d’absorption des nutriments (jéjunum et iléum) et de I'eau
(colon). Celle-ci est optimisée par une vaste surface d’échanges d’environ 300m? répartie sur
une longueur d’environ 8 metres grace a trois niveaux d’amplification, permettant de
multiplier la surface d’échange par 600 : les valvules conniventes de Kerckring (replis internes
des parois intestinales), les villosités et les cryptes intestinales (projections dans le lumen et
invaginations de I’épithélium intestinal), et les microvillosités (localisées a la membrane
apicale des cellules épithéliales intestinales, ou entérocytes) (Figure 24).

Ainsi, de par leur vaste surface d’échange et leur fonction d’absorption, les intestins
constituent I’organe fonctionnel principal du tractus gastro-intestinal. De fagon intéressante,
la muqueuse intestinale régule les échanges entre les milieux extérieur (lumen) et intérieur
(organisme) afin de permettre I'absorption des éléments nutritifs sans faciliter I’'entrée des
agents pathogenes dans |'organisme. La muqueuse intestinale exerce donc une fonction de

barriere, et est ainsi plus communément appelée barriere intestinale.
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TUBE DIGESTIF

THTITITRE IO}

Villosités (V) et cryptes (C)
(x10)

Valvules conniventes
de Kerckring
(x3)

/"- -

Microvillosités
(x20)

Figure 24. Niveaux d’amplification de la surface intestinale

La surface d’échange des parois intestinales, impliquées dans I’absorption des nutriments, est
multipliée par 600 grace a trois types de structures : les valvules conniventes de Kerckring (x3), les
villosité et les cryptes intestinales (x10), et les microvillosités (x20).

Adapté de www.uclan.ac.uk
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2. Structure et composition de |la barriére intestinale

Les parois du tube digestif sont constituées d’une superposition de plusieurs tuniques dont le

réle commun est d’entretenir le fonctionnement du tube digestif.

e Composition de la paroi du tube digestif

Les parois du tube digestif sont composées de 4 couches individualisées. Classées du milieu
extérieur (lumen) vers le milieu intérieur (organisme), celles-ci sont : la couche muqueuse, la

couche sous-muqueuse, la couche musculeuse, et la couche séreuse (Figure 25A).

La couche muqueuse peut étre divisée en trois compartiments successifs : I'épithélium
intestinal, le chorion (ou lamina propria), et la musculeuse. L’épithélium intestinal tapisse la
face interne du tube digestif et constitue la couche la plus superficielle du tube digestif.
Directement au contact du lumen intestinal, celui-ci constitue la zone d’échanges entre le
lumen intestinal et I'organisme. Diverses populations cellulaires, tant absorbantes que
sécrétrices, constituent I'épithélium intestinal afin d‘assurer I’absorption des nutriments tout
en exercant une fonction de barriere pour limiter I'invasion de |'organisme par des agents
pathogenes extérieurs. Le chorion, ou lamina propria, constitue le tissu conjonctif soutenant
I’épithélium intestinal. Celui-ci est vascularisé, permettant I'oxygénation de I'épithélium sus-
jacent ainsi que le transfert des nutriments absorbés, mais abrite également de nombreuses
cellules immunitaires afin de mettre en place une réponse immunitaire contre certains agents
pathogenes. En degca de la lamina propria, la muqueuse musculeuse, comme son nom
I'indique, est une fine couche musculaire lisse responsable des mouvements et des replis de
I'intestin.

La couche sous-muqueuse soutient la muqueuse intestinale par un réseau dense de fibres
conjonctives. De plus, celle-ci est riche en vaisseaux lymphatiques et est hautement
vascularisée. Unimportant réseau nerveux y est également implanté : le plexus sous-muqueux
de Meissner.

La couche musculeuse est composée de deux couches musculaires entre lesquelles un second
réseau nerveux, le plexus myentérique d’Auerbach, est entrelacé. Les couches musculaires

interne et externe sont constituées de fibres musculaires lisses organisées selon deux
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Figure 25. Organisation et composition de la paroi du tube digestif

(A) Coupe transverso-longitudinale de la paroi de I'intestin gréle et représentation des différentes
couches composant les parois du tube digestif : la couche muqueuse (en rouge), la couche sous-
mugqueuse (en bleu), la couche musculeuse (en vert), et la couche séreuse (en orange). Adapté de
I’ouvrage « Histology : Text and atlas, 15" edition », 2018. (B) Evolution de la composition de la paroi
du tube digestif le long du tractus gastro-intestinal (cesophage, estomac, intestin gréle, gros intestin,
anus). Adapté du chapitre 9 de I'ouvrage « Les fondamentaux de la pathologie digestive », 2014.
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orientations différentes (circulaire et longitudinale), permettant une exécution optimale des
contractions musculaires. Ces contractions, autonomes, sont contrélées par le systéme
nerveux entérique via le plexus myentérique d’Auerbach.

Enfin, la couche séreuse est constituée d’une fine membrane englobant le tube digestif. Riche
en gros vaisseaux lymphatiques et sanguins, celui-ci permet le transport des antigenes et des
nutriments aux ganglions lymphatiques mésentériques et au foie, respectivement. Le
prolongement de cette fine membrane forme le mésentere, qui relie les parois intestinales

aux ganglions lymphatiques mésentériques.

Bien que la structure histologique générale des parois du tube digestif soit commune dans les
différents compartiments (cesophage, estomac, intestin gréle, gros intestin, anus), la taille et
la composition des différentes couches varie selon la fonction exercée par ces derniers (Figure
25B). Ainsi, l'estomac, dont I’action mécanique des contractions des parois sont
indispensables au broyage et au mélange du bol alimentaire, dispose de trois couches
musculeuses. En revanche, le colon, compartiment dans lequel le transit intestinal est

fortement ralenti, ne dispose que d’une couche unique.

e Structure de la barriere intestinale

Vaste surface d’échanges avec divers éléments provenant du milieu extérieur, la muqueuse
intestinale constitue un site vulnérable a I'action nocive d’éléments étrangers et a I’entrée de
nombreux agents pathogenes. Cependant, celle-ci est protégée par I'action simultanée de
plusieurs composants du lumen intestinal et de la couche muqueuse pour former une
interface physiologique complexe entre les milieux extérieur (lumen) et intérieur (organisme),
la barriere intestinale. Celle-ci exerce sa fonction de barriere grace a quatre acteurs majeurs :
le microbiote intestinal (barriere microbiologique), le mucus et les sécrétions de peptides
antimicrobiens (barriére chimique), I'épithélium intestinal (barriere physique), et le tissu

lymphoide associés aux intestins ou GALT (barriére immunologique) (Figure 26A).

Au niveau de l'intestin gréle, I'épithélium intestinal est constitué de divers types cellulaires
liés entre eux par plusieurs catégories de jonctions intercellulaires, dont les jonctions serrées.

Ainsi, la monocouche cellulaire formée par les différents types cellulaires épithéliaux forment
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Figure 26. La barriére intestinale

(A) Représentation schématique de la barriére intestinale, constituée de 4 acteurs majeurs : le

microbiote intestinal (barriere microbiologique), le mucus et les peptides antimicrobiens (barriére

chimique), I'épithélium intestinal (barriere physique), et le tissu lymphoide associé aux intestins ou

GALT (barriere immunologique). (B) Tableau récapitulatif des éléments de la barriére intestinale selon

sa localisation (intestin gréle et colon).
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une monocouche imperméable permettant d’empécher la diffusion du contenu luminal au
sein de la lamina propria sous-jacente et constitue une barriére physique autour de laquelle
d’autres acteurs agissent en concert. En effet, a la surface de I'épithélium intestinal, une
couche unique de mucus dans laquelle sont enchassés divers peptides antimicrobiens
(barriere chimique) permet de piéger les agents pathogenes, empéchant leur contact avec la
membrane apicale de I’épithélium intestinal. Cependant, le transit intestinal étant accéléré
par le péristaltisme et le complexe moteur migrant, les barrieres microbiologique (microbiote
intestinal) et chimique (mucus) sont déplacées avec le chyle et restent limitées. De ce fait, le
microbiote intestinal présent dans l'intestin gréle est limité et est essentiellement constitué
de bactéries a métabolisme aéro-anaérobie ou a croissance rapide. Enfin, en dega de
I’épithélium intestinal, le tissu conjonctif (appelé lamina propria ou chorion) soutient
I’épithélium intestinal et permet le transfert des nutriments absorbés a la circulation
sanguine. Celui-ci comporte de nombreuses cellules immunitaires résidentes, permettant la
mise en place de la tolérance ou de la réponse immunitaire vis-a-vis des agents commensaux
ou pathogenes, respectivement (barriere immunologique). Dans liléum, I’épithélium
intestinal est particulierement enrichi en agrégats lymphoides appelés plaques de Peyer, sites
d’induction de la tolérance et de la réponse immunitaire (voir section « Le tissu lymphoide

associé aux intestins (GALT) »).

La composition et I'organisation générale des différents acteurs de la barriere intestinale
varient le long du tractus gastro-intestinal (Figure 26B). En effet, la couche musculeuse de la
paroi intestinale du colon étant constituée d’une couche musculaire unique (couche interne
circulaire), le transit intestinal est fortement ralenti, résultant en une accumulation du mucus

(barriere chimique) et du microbiote intestinal (barriére microbiologique).

B. L’épithélium intestinal, acteur principal et multifonctionnel de la barriére

intestinale

L’épithélium intestinal constitue la couche la plus superficielle de la paroi intestinale.
Monostratifié, celui-ci est formé d’une monocouche cellulaire composée de différents types
cellulaires aux propriétés absorbantes et sécrétrices, permettant d’assurer la fonction

principale d’absorption de I'intestin gréle tout en exergant une protection vis-a-vis des agents
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pathogenes. De plus, liées entre elles par plusieurs complexes fonctionnels, dont les jonctions
serrées, les cellules épithéliales intestinales forment une structure imperméable (barriere

physique) délimitant le milieu extérieur (lumen intestinal) de I'intérieur de I’organisme.

1. Structure et composition

e Structure de I’épithélium intestinal

L’épithélium intestinal est organisé différemment selon sa localisation (Figure 27).

Intestin gréle ' Colon

Epithélium intestinal : Cellules immunitaires : Lumen intestinal :
i Entérocyte &~ Cellule dendritique :‘\- Microbiote intestinal
L‘i Cellule entéroendocrine @} Macrophage e Muciﬁes et
( | protéines
| Cellule caliciforme O Lymphocyte . | associées
a Cellule de Paneth IgA sécrétoires
Cellule M +  Peptides antimicrobiens

Cellule souche

J Cellule « tuft »

Figure 27. Architecture de I'épithélium intestinal

Représentation schématique de I'architecture de I'épithélium de I'intestin gréle (gauche) et du colon
(droite). L’épithélium de I'intestin gréle s’organise en villosités et cryptes intestinales, et est constitué
d’entérocytes, de cellules caliciformes, de cellules entéroendocrines, de cellules de Paneth, de cellules
M, et de cellules « tuft ». L'épithélium du colon est organisé en cryptes au fond desquelles les cellules
de Paneth sont absentes. Adapté de Basmaciyan et collégues, 2019.
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Dans l'intestin gréle, spécialisé dans I’absorption des nutriments, I’épithélium intestinal forme
des projections dans le lumen intestinal, appelées villosités. Celles-ci permettent d’augmenter
les contacts de I'épithélium avec les constituants du lumen intestinal afin de faciliter
I’absorption des nutriments. Egalement exposées a de nombreux éléments étrangers nocifs
et/ou agents pathogeénes, les cellules épithéliales localisées a I'apex des villosités sont
rapidement éliminées par I’organisme afin de limiter les dommages cellulaires et d’assurer le
renouvellement de [I"épithélium intestinal en cellules hautement fonctionnelles. Ce
renouvellement est permis par une seconde structure, la crypte intestinale ou crypte de
Lieberklihn, caractérisée par une invagination de I'épithélium au sein du chorion. Les cryptes
intestinales constituent de véritables niches de cellules souches permettant Ile
renouvellement de I’épithélium intestinal en 3 a 7 jours?>3,

Le colon, segment intestinal dans lequel I'absorption des nutriments n’est pas assurée, est
dépourvu de villosités. L'épithélium intestinal du colon se caractérise ainsi par la présence

unique de cryptes intestinales (Figure 27).

e Composition cellulaire

Plusieurs types cellulaires composent I'épithélium intestinal, dont certains sont nommeés en
fonction de leur aspect morphologique (Tableau 3). On distingue ainsi les cellules non
sécrétrices, composées d’entérocytes, de cellules « tuft » et de cellules M, et les cellules
sécrétrices, composées de cellules caliciformes (sécrétrices de mucus), de cellules de Paneth
(sécrétrices de peptides antimicrobiens), et de cellules entéroendocrines (sécrétrices
d’hormones).

Ainsi, alors que I'épithélium intestinal agit alors comme barriere physique, sa diversité
cellulaire est également a |'origine de la mise en place et du fonctionnement des barrieres

chimique et immunologique.

- Les cellules non sécrétrices

Les entérocytes. Les entérocytes constituent les cellules majoritaires de [’épithélium
intestinal. Représentant environ 90% de |’épithélium intestinal, celles-ci sont spécialisées dans

I"absorption des nutriments et assurent ainsi la fonction principale des intestins. Celles-ci sont
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liées entre elle par plusieurs complexes de jonctions intercellulaires telles que des jonctions

serrées, résultant en une polarisation cellulaire et permettant de restreindre le passage des

nutriments par voie transcellulaire plutét que par voie paracellulaire. Afin d’augmenter la

surface d’échange avec le lumen intestinal et d’optimiser I'expression de molécules

transmembranaires impliquées dans I’absorption des nutriments, celles-ci se caractérisent par

la présence de protrusions membranaires au niveau de leur membrane apicale, appelées

microvillosités. Les microvillosités, de taille relativement constante (environ 100 nm de

diamétre et 1 a 3 um de hauteur) sont formées par la polymérisation des monoméres d’actine

G en filaments d’actine F en dessous de la membrane cytoplasmique apicale des

entérocytes?>*. Plusieurs protéines telles que la villine, I'espine, la fimbrine, et la protéine

EPS8, ont été décrites comme impliquées dans le regroupement des filaments d’actine (30 a

Cellule Caractéristiques morphologiques Fonction(s) principale(s) Localisation Part
4—— Microvillosités
s Absorption d Intestin grél
Entérocyte 8 sorption des ntestin gréle 90%
nutriments Colon
55 <+— « touffe »
Gl R *  Réponse immunitaire Intestin gréle <%

|| ¢———— Formede
1 bouteille

antiparasitaire
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* Capture d’antigénes et
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Tableau 4. Caractéristiques générales des différents types cellulaires de I’épithélium intestinal
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40 filaments d’actine par microvillosité) afin d’exercer une pression suffisante pour déformer
la membrane cytoplasmique sous forme de protrusion. Apres formation, ces protrusions
membranaires sont maintenues et liées entre elles par des complexes protéiques inter-
villositaires afin d’empécher la fusion des microvillosités entre elles, résultant en un aspect en
« bordure en brosse » caractéristique de la membrane apicale des entérocytes. Pour exercer
leur fonction d’absorption des nutriments, plusieurs enzymes (glycolytiques et
protéolytiques) et transporteurs impliqués dans I'absorption du glucose et des acides aminés
sont présents au niveau de la bordure en brosse entérocytaire?>>. De fagon intéressante, la
glutamine, acide aminé libre le plus abondant dans le lait maternel?%, constitue la principale

source d’énergie utilisée par les entérocytes.

Les cellules « tuft ». Les cellules « tuft » ont été décrites pour la premiere fois en 1956 chez
les rongeurs (rat, souris) et en 1959 chez ’'Homme?>®. Nommeées ainsi d’aprés leur aspect en
« touffe », les cellules « tuft » constituent moins de 1% des cellules épithéliales intestinales?®’
et sont facilement distinguables des autres types cellulaires de par leur morphologie.
Légerement plus grandes que les entérocytes, celles-ci se caractérisent en effet par une forme
de bouteille, surplombée par des microvillosités apicales reliées a I'appareil de Golgi par un
réseau vésiculo-tubulaire?®®. De plus, des projections membranaires latérales, les
cytospinules, pénétrent directement dans le cytoplasme des entérocytes adjacents et dont
I’extrémité est connectée au noyau entérocytaire?*®. Les cellules « tuft » sont spécialisées
dans la mise en place de la réponse immunitaire innée contre les parasites tels que certains
protozoaires et helminthes. En effet, suite a la reconnaissance de certains protozoaires et
helminthes ou la détection de leurs métabolites tels que le succinate, les cellules « tuft »
sécretent basolatéralement I'interleukine IL-25. Via I'axe IL-25/1L-17RB, celle-ci active les
cellules lymphoides innées de type 2 résidentes de la lamina propria, entrainant la sécrétion
d’interleukines (IL-5, IL-9, IL-13) impliquées dans la mise en place d’une réponse immunitaire
de type Th2. De plus, I'lL-13 oriente la différenciation des cellules épithéliales non
différenciées en cellules « tuft », le nombre de cellules « tuft » étant ainsi multiplié par un

facteur 10 au cours d’une infection parasitaire2°®.

Les cellules M. Les cellules « microfold », ou cellules M, constituent également une population

cellulaire minoritaire de I’épithélium intestinal. Bien que certaines cellules M soient présentes
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au sein des villosités intestinales, celles-ci sont principalement localisées dans I’épithélium
sus-jacent des agrégats lymphoides tels que les plagues de Peyer, les follicules lymphoides
isolés, ou les follicules lymphoides coloniques?®®. Au niveau des plaques de Peyer, les cellules
M constituent environ 10% des cellules de I'épithélium associé au follicule (ou FAE, « follicule-
associated epithelium », en anglais) et sont spécialisées dans la capture et la transcytose
d’antigénes et de micro-organismes luminaux afin de permettre leur translocation directe au
follicule lymphoide sous-jacent, riche en cellules immunitaires. Cette spécialisation cellulaire
antagoniste de celle des entérocytes est permise par leur morphologie. En effet, a leur poéle
apical, les cellules M sont dépourvues de glycocalyx et de microvillosités, autorisant ainsi les
contacts rapprochés avec les antigeénes et micro-organismes luminaux. Au pole basolatéral,
des invaginations membranaires permettent une proximité optimale des cellules M avec les
cellules immunitaires sous-jacentes, telles que des lymphocytes B, des lymphocytes T, ou des
cellules dendritiques. Sans aucun drainage lymphatique, les cellules M associées aux agrégats
lymphoides permettent ainsi la mise en place rapide de la tolérance ou de la réponse

immunitaire vis-a-vis des micro-organismes commensaux ou pathogenes, respectivement.

- Les cellules sécrétrices

Les cellules caliciformes. Comme leur nom l'indique, les cellules caliciformes se présentent
sous forme de calice ou de coupe. Plus étroites a leur pble basolatéral, ces cellules exposent
une vaste surface apicale. En effet, les cellules caliciformes requierent une surface d’échange
importante avec le lumen intestinal afin d’exercer leurs deux fonctions principales: la
sécrétion de mucus et I'internalisation d’antigénes luminaux?61262,

La fonction premiere des cellules caliciformes est la production de mucus. Les cellules
caliciformes intestinales synthétisent essentiellement la mucine MUC2, qui s’accumule sous
forme de polymeres repliés au sein de granules localisés sous la fine membrane cytoplasmique
apicale?®!, Sous I'effet de différent stimuli apicaux (fibres alimentaires, acides gras, peptides
bioactifs,...) ou basolatéraux (médiateurs immunitaires, hormones intestinales,
neurotransmetteurs,...), les granules de mucines fusionnent avec la fine membrane
cytoplasmique apicale permettant la libération et le déploiement des polyméres de mucines
en feuillets superposés en multiples couches. D’autres protéines aux fonctions

bactériostatiques ou bactéricides sont également sécrétées dans le mucus par les cellules

119



caliciformes, telles que les protéines ZG16 (« zymogen granulae protein 16 », en anglais) ou
RELM- (« resistin-like molecule 3 », en anglais).

La seconde fonction des cellules caliciformes consiste en la capture d’antigenes luminaux et
leur translocation vers les cellules immunitaires résidentes de la lamina propria. Le passage
d’antigenes par les cellules caliciformes ou GAP (« Goblet cell-associated antigen passage »,
en anglais) a lieu de fagon continue apres l'interruption de I’allaitement et contribue au
maintien de la tolérance immunitaire vis-a-vis des agents commensaux.

Alors que les cellules caliciformes représentent entre 10 et 15% des cellules de I'épithélium
duodénal, leur proportion augmente progressivement le long du tractus intestinal jusqu’a

atteindre 24% dans le colon.

Les cellules de Paneth. Les cellules de Paneth sont des cellules pyramidales localisées au fond
des cryptes intestinales?®3. N’étant pas sujettes a la migration cellulaire ascendante le long de
I’axe crypto-villositaire et a la desquamation a I'apex des villosités, ces cellules se distinguent
de par leur localisation au fond des cryptes intestinales et par leur durée de vie supérieure
(environ 30 jours) comparée a celle des autres types cellulaires (3 a 5 jours)?®*. De plus, les
cellules de Paneth se caractérisent par la présence de larges structures endomembranaires
reflétant une activité sécrétoire intense, ainsi que de granules intracytoplasmiques apicales
riches en molécules cationiques?®. En effet, la fonction des cellules de Paneth consiste en la
protection de I'épithélium intestinal via la sécrétion de peptides antimicrobiens (défensines,
lysozyme, phospholipases, lectines de type C, etc) qui diffusent au sein du mucus intestinal?®>,
permettant la mise en place d’une barrieére chimique dont les deux principaux composants —
le mucus et les peptides antimicrobiens — agissent mutuellement?®®, Les peptides
antimicrobiens, a large spectre, préviennent la mise en contact de |’épithélium intestinal avec
les agents pathogénes mais également avec les agents commensaux?3. Ainsi, 'absence de
cellules de Paneth au fond des cryptes intestinales coloniques pourrait expliquer I'abondance

du microbiote intestinal dans le colon.

Les cellules entéroendocrines. Enfin, les cellules entéroendocrines sont dispersées au sein des
villosités et des cryptes intestinales et constituent environ 1% des cellules épithéliales?®’. D’un
point de vue morphologique, on distingue les cellules entéroendocrines « ouvertes », qui

disposent d’un pdble apical faisant face au lumen intestinal et au niveau duquel des
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microvillosités sont présentes, et les cellules entéroendocrines « fermées », de forme
triangulaire et qui ne gagnent pas le lumen intestinal. Le réle des cellules entéroendocrines
est de moduler le fonctionnement physiologique du tractus gastro-intestinal (digestion,
absorption, appétit, satiété) via la sécrétion de peptides et d’hormones suite a divers stimuli
(nutriments, métabolites microbiens). Ces peptides et hormones sécrétées dans la lamina
propria par les cellules entéroendocrines agissent selon trois modes distincts : de facon
paracrine sur les autres types cellulaires de I'épithélium intestinal, de fagon endocrine sur des
organes distaux via la circulation sanguine, et par contact direct avec le systeme nerveux
entérique via des neuropodes exhibant des fonctions synaptiques?®®2%°. En fonction de leur
localisation et de leurs produits de sécrétion, les cellules entéroendocrines peuvent étre
subdivisés en sous-populations (A, G, D, I, K, L, EC ou entérochromaffines)?®’. Les sous-
populations de cellules entéroendocrines présentes dans I'intestin gréle sont les cellules D
(type « fermé ») et les cellules I, K, L, et EC (type « ouvert »). Celles-ci sont notamment
responsables de la sécrétion de somatostatine (qui inhibe la sécrétion des sucs gastriques par
I’estomac), de GIP (« gastric inhibitory peptide », en anglais), de GLP (« glucagon-like
peptide », en anglais), du peptide YY (qui provoque un sentiment de satiété et inhibe la prise

de nourriture), et de sérotonine (impliquée dans la motilité intestinale)?®’.

2. Renouvellement et différenciation de I’épithélium intestinal

Afin de limiter les dommages intestinaux causés par divers éléments extérieurs tels que
certains agents pathogenes, I'épithélium intestinal est renouvelé tous les 3 a 5 jours. Ce
renouvellement permanent reflete la présence de sites de prolifération cellulaire et de
réservoirs de cellules souches capables de régénérer l'intégralité des types cellulaires

constituant I’épithélium intestinal.

e Leszones de prolifération et de différenciation cellulaires : les cryptes intestinales

Les cryptes intestinales constituent le site de prolifération et de différenciation cellulaires.

Celles-ci peuvent étre divisées en 4 zones (du fond a la surface ) : la niche de cellules souches,

le site +4, la zone d’amplification transitoire, et la zone de différenciation (Figure 28).
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Figure 28. Coupe schématique d’une crypte intestinale

Le renouvellement de I’épithélium intestinal s‘effectue en 3 a 7 jours. Les cellules souches intestinales
Lgr5* localisées au fond des cryptes intestinales se divisent en progéniteurs intestinaux, qui proliferent
puis se différencient en différents types cellulaires épithéliaux. Ceux-ci migrent le long de la villosité
puis sont éliminés par apoptose au sommet de cette derniére. Adapté de Carulli et collegues, 2014.

La niche de cellules souches est localisée au fond de chaque crypte. Celle-ci est constituée de
cellules souches multipotentes Lgr5* et de cellules de Paneth?’°,

Le site +4, comme son nom I'évoque, désigne la 4°™ position cellulaire en partant du fond de
la crypte (contenant alors les cellules +1, +2 et +3). Les cellules souches positionnées en
position +4 possedent les caractéristiques des cellules souches intestinales sous-jacentes mais
se distinguent de par leur sensibilité aux stimuli générateurs de mutations génétiques tels que
les radiations?’?. En effet, alors qu’une dose radioactive de 10 Gy est nécessaire pour
provoquer I’apoptose des cellules souches intestinales, une exposition a 1 Gy est suffisante
pour provoquer une mort cellulaire programmée maximale des cellules +4279, Ainsi, les
cellules +4 constitueraient des réservoirs de cellules a ADN non muté et pourraient régénérer
des cellules souches intestinales saines?’%.

Alors que la mitose de ces cellules est essentielle au maintien du réservoir de cellules souches,

celle-ci peut étre effectuée de facon symétrique (5%) ou asymétrique (95%)?’2. La division
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asymétrique permet de régénérer le réservoir de cellules souches intestinales d’une part, tout
en assurant une source pérenne de progéniteurs épithéliaux d’autre part. Les progéniteurs
épithéliaux issus de la division cellulaire des cellules souches proliferent, caractérisant la zone
d’amplification transitoire. Celle-ci constitue la principale région proliférative de la crypte
intestinale.

Enfin, sous l'influence de plusieurs facteurs, ces progéniteurs se différencient selon les
lignages sécréteur (cellules caliciformes, cellules entéroendocrines, cellules de Paneth,
cellules « tuft ») et non sécréteur (entérocytes, cellules M). Bien que non sécrétrices, les
cellules « tuft » ont été classées comme appartenant au lignage sécréteur basé sur leur

programme génétique de différenciation.

e Ontogénie des différents types cellulaires

Toutes les cellules composant I'épithélium intestinal sont dérivées de la différenciation des

cellules souches multipotentes résidant au fond des cryptes intestinales (Figure 28B).

La voie de signalisation Notch joue un réle important dans la différenciation en cellules
sécrétrices ou non sécrétrices?’2. En absence de signaux Notch, les progéniteurs intestinaux
se différencient spontanément en cellules sécrétrices sous I’action du facteur de transcription
ATOH1 (Figure 29). Puis, d’autres facteurs de transcription permettent la différenciation
spécifique en cellules caliciformes (Gfil, KIf4), cellules entéroendocrines (Ngn3), cellules

« tuft » (Pouf2f3), ou cellules de Paneth (Sox9).

En revanche, lorsque la voie Notch est activée, la différenciation en cellules sécrétrices est
inhibée par le facteur de répression Hes1, qui réprime I'expression de ATOH1 et oriente alors
la différenciation vers le lignage non sécréteur (entérocyte)?’2.

Alors que les entérocytes, les cellules caliciformes, les cellules entéroendocrines et les cellules
« tuft » migrent spontanément vers le sommet des villosités, les cellules de Paneth migrent
vers le fond des cryptes intestinales. En surface de la crypte intestinale, les cellules épithéliales
différenciées migrent le long de la villosité sous I'effet de la prolifération des cellules sous-
jacentes présentes dans la zone d’amplification transitoire. Puis, a I'apex de la villosité,

I"activation de la mort cellulaire programmée (apoptose) résulte en un détachement des
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cellules épithéliales et leur élimination dans le lumen intestinal. De fagon intéressante,
lorsque la migration cellulaire est effectuée le long de I’épithélium associé aux follicules (FAE),
le contexte lymphoide sous-jacent oriente alors la différenciation des progéniteurs intestinaux

ou des entérocytes matures en cellules M via I’expression du facteur de transcription Spi-B%73.

Cellule souche

intestinale
Notch Notch
OFF ON
K D
Progéniteur sécréteur ATOH1 I HES1 Progéniteur non sécréteur
Contexte
| i i | (\ lymphoide
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P
3% e\ e, L . e
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Paneth  entéroendocrine « tuft » caliciforme

Figure 29. Ontogénie des cellules épithéliales intestinales

Schéma d’ontogénie des différents types cellulaires de I’épithélium intestinal a partir des cellules
souches intestinales Lgr5*. De fagon spontanée, ces cellules se différencient en cellules sécrétrices.
Lorsque la voie Notch est activée par des signaux provenant de la lamina propria, I’expression du
répresseur HES1 inhibe la différenciation en cellules sécrétrices au profit de cellules non sécrétrices
telles que les entérocytes.

Pour conclure, la régénération de I'épithélium intestinal est ainsi assuré par I’enchainement
successif de 5 événements : (1) la division symétrique ou asymétrique des cellules souches
intestinales en progéniteurs épithéliaux, (2) la prolifération massive des progéniteurs
épithéliaux dans la zone d’amplification transitoire, (3) la différenciation des progéniteurs
épithéliaux en différents types cellulaires dans la zone de différenciation, (4) la migration des
cellules épithéliales différenciées le long de la villosité, et (5) I'apoptose de ces dernieres a

I"apex de la villosité.
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3. Les jonctions serrées, garantes de I'étanchéité physiqgue de I'épithélium

intestinal

La fonction de barriere physique de I’épithélium intestinal, monocouche cellulaire continue,
est assurée par la présence de jonctions intercellulaires rendant celui-ci imperméable. Trois
principaux types de jonctions intercellulaires coexistent au niveau de |"épithélium intestinal :
les desmosomes, les jonctions adhérentes, et les jonctions serrées?’4. Alors que les
desmosomes et les jonctions adhérentes assurent la jonction des cellules épithéliales entre
elles, seules les jonctions serrées garantissent I'étanchéité de I'épithélium intestinal, lui

conférant ainsi son réle de barriere physique.

e Structure des jonctions serrées

Comme leur nom le suggere, les jonctions serrées sont responsables du rapprochement intime
des cellules adjacentes, dont les membranes cytoplasmiques sont espacées de moins de 20
nm?2’% (Figure 30). Celles-ci forment une ceinture périphérique reliant les cytosquelettes
d’actine de deux cellules adjacentes par un complexe protéique constitué de diverses
protéines. Les trois principales protéines constituant les jonctions serrées sont les occludines,
les claudines, et les molécules d’adhésion jonctionnelle JAM (« junctional adhesion
molecule », en anglais). Ces protéines, transmembranaires, interagissent entre elles de fagon
homo- ou hétérophilique dans I’espace périplasmique. Dans le cytosol, celles-ci sont reliées
au cytosquelette d’actine par des protéines adaptatrices telles que ZO-1, ZO-2, et ZO-3 (zonula
occludens -1, -2, et -3), permettant, de facon dépendante du calcium, le rapprochement des
deux cellules voisines. Communément, ce rapprochement de deux cellules adjacentes par la
mise en place de jonctions serrées imperméables aux macromolécules est nommé

« fermeture des jonctions serrées ».
Les jonctions serrées constituent les premieres jonctions intercellulaires au contact du lumen

intestinal. Ainsi, les jonctions serrées servent de repéere pour distinguer les poéles cellulaires

apical et basolatéral.
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Figure 30. Les jonctions intercellulaires

L’épithélium intestinal est constitué d’'une monocouche de cellules épithéliales liées entre elles par
trois catégories de jonctions intercellulaires (du poéle apical vers le pdle basolatéral) : les jonctions
serrées, les jonctions adhérentes, et les desmosomes. De par la restriction de la distance intercellulaire
a une vingtaine de nanomeétres, les jonctions serrées empéchent le passage paracellulaire de micro-
organismes et de macromolécules, assurant ainsi I’étanchéité de I’épithélium intestinal. Celles-ci sont
constituées de protéines transmembranaires (rouge) liées au cytosquelette d’actine (violet) par des
protéines adaptatrices (bleu).

Adapté de Clinical Microbiology Reviews, Volume 32, Issue 4.
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e Lafermeture des jonctions serrées intestinales, ou « gut closure »

A la naissance, I’épithélium intestinal humain n’exerce pas sa fonction de barriere physique.
En effet, sa perméabilité temporaire autorise le passage paracellulaire de macromolécules et
d’'immunoglobulines nécessaires a la nutrition et la protection du nourrisson, respectivement.
Chez ’'Homme, la période durant laquelle I’épithélium intestinal est fortement perméable est
relativement courte (moins d’une semaine), comparé a d’autres animaux (souris, rats)??!.
Ainsi, la barriere physique assurée par I’épithélium intestinal se met en place et ne devient

mature, d’un point de vue fonctionnel, que quelques jours apres la naissance.

De facon intéressante, il a été démontré que I’allaitement maternel induisait une maturation
plus rapide de I’épithélium intestinal et un raccourcissement de la période de perméabilité
intestinale?’>27%, La fermeture des jonctions serrées pouvant étre a I'origine de
I'imperméabilisation de I’épithélium intestinal, celle-ci pourrait étre favorisée par le lait

maternel, riche en facteurs trophiques (EGF, érythropoiétine) et en calcium.

C. Autres acteurs de la barriére intestinale

La barriere physique faconnée par I’épithélium intestinal est complétée par I’action mutualiste
d’autres acteurs formant plusieurs types de barrieres d’ordres microbiologique (le microbiote

intestinal), chimique (le mucus et les peptides antimicrobiens), et immunologique (le GALT).

1. Le microbiote intestinal

L’'ensemble des communautés microbiennes non pathogénes (bactériennes, fongiques,
virales) résidant dans I'organisme est nommé microbiote. De facon remarquable, une étude
récente estima que le corps humain abritait autant de cellules humaines que de cellules

bactériennes?’’

, permettant de qualifier ’'Homme d’holobionte (ou de supra-organisme). En
revanche, alors que plusieurs microbiotes coexistent au sein de |’organisme (cutané, vaginal,

respiratoire, intestinal,...), le microbiote intestinal constitue de loin le plus important.
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e Composition et évolution

- Composition générale
Le microbiote intestinal est composé d’environ 10'* bactéries, dont la majorité résident dans

le colon?”’.

De fagon commune, le microbiote intestinal est dominé par quatre phyla
bactériens principaux: les Bacteroidetes, les Firmicutes, les Proteobacteria, et les
Actinobacteria. La prédominance d’un genre bactérien appartenant a I'un de ces phyla au sein
d’un individu permet de définir son entérotype, I'entérotype 1 étant dominé par le genre
Bacteroides (Bacteroidetes), I'entérotype 2 par le genre Prevotella (Bacteroidetes), et

I’entérotype 3 par le genre Ruminococcus (Firmicutes)?’8.

A I’échelle d’une population, bien que la proportion de chaque phyla soit conservée au sein
des individus d’'un méme entérotype, la composition du microbiote intestinal en genres
bactériens est propre a chacun (variabilité interindividuelle). De plus, celle-ci varie au cours

du temps et du mode de vie (variabilité intraindividuelle).

- Evolution au cours de la vie
A la naissance, le tractus gastro-intestinal du nourrisson n’est pas stérile. L'ingestion de liquide
amniotique et de son microbiote au cours de la grossesse est a I’origine de la détection d’une
flore bactérienne dans le méconium (premiéres féces du nourrisson apreés la naissance)?’°.
Celle-ci est peu diversifiée et varie selon les individus ainsi que I’état de santé de la meére. Suite
aux premiers contacts avec l’environnement extérieur, les intestins du nourrisson sont
rapidement colonisés par des bactéries aéro-anaérobies, qui consomment le dioxygene et
offrent alors une niche écologique propice a I'implantation pérenne de bactéries anaérobies
strictes?’®. Les premiéres années apreés la naissance constituent une période cruciale pour la
mise en place du microbiote intestinal, dont la composition s’enrichit et se diversifie. La
structuration du microbiote intestinal au cours de la premiere année de la vie est influencée
par plusieurs facteurs tels que le mode d’accouchement (par voies basse ou césarienne),
d’alimentation (allaitement maternel ou non), ainsi que la fréquence des hospitalisations
(traitements antibiotiques)?’”®. De plus, I'observation de signatures bactériennes
caractéristiques de certaines populations suggére que des facteurs génétiques ou culturels

(style de vie, alimentation,...) peuvent également moduler la composition du microbiote
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intestinal®®l. A la fin de sa premiére année, le nourrisson dispose d’un microbiote intestinal
qui lui est propre. Entre 2 et 5 ans, celui-ci se diversifie et se rapproche de la composition
commune d’'un microbiote intestinal adulte (domination des phyla Bacteroidetes et

Firmicutes) puis reste relativement stable.

e Fonctions

Le microbiote intestinal exerce plusieurs réles.

Premierement, celui-ci protege I'épithélium intestinal des agents pathogenes. De par leur
abondance, les bactéries commensales privent les agents pathogenes des nutriments
nécessaires a leur croissance (compétition). Ainsi, des souris axéniques ou traitées par un
cocktail d’antibiotiques sont plus sensibles aux infections par certaines bactéries pathogenes
entériques telles que Shigella flexneri, Salmonella enterica, ou Listeria monocytogenes®°. De
méme, la sécrétion de peptides aux propriétés pro- et antibiotiques, les bactériocines,
contribuent a la favorisation ou I’élimination de certaines bactéries?®!,

Le microbiote intestinal permet également le développement et la maturation du systeme
immunitaire, tant au niveau systémique que muqueux. Par exemple, des souris axéniques
présentent des défauts de production d’anticorps ainsi qu’une diversité moindre de cellules
immunitaires et de structures lymphoides (plaques de Peyer, follicules lymphoides isolés) que
des souris conventionnelles. En revanche, la restauration du microbiote intestinal chez ces
souris corrige ces défauts et anormalités?®3,

De plus, le microbiote maintient ’lhoméostasie de I’épithélium intestinal en promouvant le
renouvellement et la réparation cellulaires ainsi que la sécrétion de mucus.

Enfin, le microbiote intestinal joue un role nutritif en synthétisant de novo certaines vitamines
non synthétisées par I'organisme (vitamine K, vitamine B12) et en métabolisant certains
nutriments non digestibles (ex : fermentation des fibres alimentaires en acides gras a chaines

courtes tels que I'acétate, le butyrate, et le propionate).
Ainsi, le microbiote intestinal constitue une véritable barriere microbiologique en s’opposant

a l'implantation des agents pathogenes, et favorise le maintien des barrieres chimique

(sécrétions de mucus et de peptides antimicrobiens), physique (homéostasie de I’épithélium
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intestinal), et immunologique (développement, maturation, et stimulation du systeme

immunitaire).

2. Le mucus et les peptides antimicrobiens

Tapissant I’épithélium intestinal, la barriere chimique est composée d’une matrice de mucus
au sein de laquelle diffusent de nombreux peptides antimicrobiens. Essentiellement produite
par les cellules caliciformes (mucus) et les cellules de Paneth (peptides antimicrobiens) de
I’épithélium intestinal sous-jacent, la barriere chimique prévient les contacts entre les agents

commensaux ou pathogénes et I’épithélium intestinal.

e |Le mucus

Lintégralité de I’épithélium intestinal est couvert d’une ou plusieurs couches de mucus. Celui-
ci est principalement constitué d’eau et de protéines fortement glycosylées, appelées
mucines. Celles-ci sont produites par les cellules caliciformes.

Le mucus de l'intestin gréle, constitué d’une couche unique, couvre I'intérieur des cryptes
intestinales, I'espace inter-villositaire, ainsi que le sommet des villosités. Il est essentiellement
constitué de polymeres de mucines MUC2 qui s’organisent en un réseau lache dans lequel
sont emprisonnés des peptides antimicrobiens sécrétés par les cellules de Paneth. En limitant
la diffusion de ces derniers dans le lumen, le mucus intestinal permet de les concentrer a
proximité de I’épithélium intestinal, repoussant ainsi certains agents pathogenes. Sous-
I'influence du péristaltisme permanent, cette couche de mucus n’est pas attachée a
I’épithélium intestinal mais est entrainée avec le chyle alimentaire et le microbiote intestinal.
Cependant, une fine couche de mucines transmembranaires (MUC1), le glycocalyx, permet de
limiter I'infection des entérocytes par des agents pathogénes ainsi que la diffusion non régulée

de macromolécules au niveau de leur pdle apical.

Contrairement a l'intestin gréle, la motricité intestinale est quasi nulle dans le colon, résultant
en une accumulation du mucus, qui forme alors deux couches aux propriétés bien distinctes.
La couche interne, au contact de I"épithélium et d’'une épaisseur d’environ 200um, résulte de

I"accumulation de mucines MUC2 immédiatement produites par les cellules caliciformes.
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Formant un réseau dense ne laissant pénétrer les particules ou micro-organismes d’une taille
supérieure a 0,5um, la couche interne de mucus est considérée comme stérile. L’accumulation
et la stagnation du mucus dans le colon permet la réalisation de clivages protéolytiques des
mucines par des enzymes endogenes au sommet de la couche interne, générant un réseau
secondaire qui occupe 2 a 3 fois plus d’espace que la couche interne. Cette couche externe,
plus lache que la couche interne, est occupée par de nombreuses bactéries appartenant au

microbiote intestinal.

e Les peptides antimicrobiens (PAMs)

La sécrétion de peptides antimicrobiens (PAMs) est principalement assurée par les cellules de
Paneth, localisées au fond des cryptes intestinales?®. La diffusion progressive des PAMs au
sein du réseau de mucines entraine un gradient de concentration décroissant du fond des
cryptes au sommet des villosités, empéchant le rapprochement de I’épithélium intestinal par
les agents pathogenes ayant réussi a pénétrer dans la couche de mucus.

Les cellules de Paneth sécrétent de nombreux PAMs différents tels que les défensines . (les
plus abondantes), les défensines [, les lectines de type C, les phospholipases... Ceux-ci
peuvent étre sécrétés de fagon constitutive (défensines, phospholipases) ou en réponse a un
stimulus (lectine REGIlly) telle que la détection de certains produits microbiens
(lipopolysaccharide, acide lipoteichoique)?®3.

Différents mécanismes d’action permettent I'action antimicrobienne des PAMs, dont les
principaux sont la perméabilisation et/ou destruction des membranes et parois microbiennes
ainsi que l'inhibition de leur métabolisme . En usant d’un mécanisme unique ou de plusieurs
mécanismes différents, un méme PAM est ainsi capable d’exercer simultanément des actions
antivirale, antibactérienne, antifongique, et antiparasitaire?®.

Les cellules de Paneth étant absentes dans le colon, celui-ci abrite un microbiote intestinal
plus riche. Cependant, d’autres cellules épithéliales sont capables de sécréter quelques PAMs,

telles que les défensines B3 ou la lectine REGIIly par les entérocytes?63:283,
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3. Le tissu lymphoide associé aux intestins (GALT)

Toutes les muqueuses de [l‘organisme sont dotées d'un systéme immunitaire
associé permettant d’assurer l'immunité mucosale: le tissu lymphoide associé aux
mugqueuses, ou MALT (« mucosa-associated lymphoid tissue », en anglais).

Au niveau du tube digestif, celui-ci est nommé GALT (« gut-associated lymphoid tissue », en

anglais) et constitue I'ultime acteur principal de la barriére intestinale.

e Composition générale

L’épithélium intestinal est étroitement lié a de nombreuses cellules immunitaires pouvant
étre directement intriquées dans I'épithélium intestinal (lymphocytes intra-épithéliaux), libres
dans la lamina propria (macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes), ou regroupées en

amas sous formes d’agrégats lymphoides (follicules lymphoides isolés, plaques de Peyer).

- Cellules immunitaires intriquées dans I’épithélium intestinal
Au sein-méme de [I’épithélium intestinal sont enchassées plusieurs populations
lymphocytaires, les lymphocytes intra-épithéliaux. Dans lintestin gréle, ceux-ci sont
majoritairement composés de lymphocytes T CD8*, alors que la population T CD4* représente
environ 50% des lymphocytes intra-épithéliaux dans le colon. De par leur phénotype similaire
a celui des lymphocytes T cytotoxiques, les lymphocytes intraépithéliaux jouent un réle dans

I’élimination des cellules infectées par un agent pathogéne?84.

- Cellules immunitaires libres et résidentes de la lamina propria
La lamina propria est un tissu conjonctif au sein duquel résident de nombreuses cellules
immunitaires, dont la plupart sont impliquées dans la réponse immunitaire innée
(macrophages, cellules dendritiques). Celles-ci capturent les antigénes luminaux et jouent le
réle de cellules présentatrices de I'antigéne (CPAs) afin de permettre la mise en place de
I'immunité muqueuse par les cellules de I'immunité adaptative (lymphocytes T et B). Dans la
lamina propria, les lymphocytes B et T libres proviennent essentiellement des ganglions

lymphatiques mésentériques.
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- Cellules immunitaires regroupées en agrégats lymphoides
Enfin, la plupart des cellules de la réponse immunitaire adaptative (lymphocytes B et T) sont
regroupées sous formes d’amas : les agrégats lymphoides. Selon leur complexité et diversité
cellulaire, on distingue deux types d’agrégats lymphoides : les follicules lymphoides isolés et
les plaques de Peyer.
Les follicules lymphoides isolés sont des agglomérations de lymphocytes B autour desquelles
résident quelques lymphocytes T et de nombreuses cellules dendritiques (cellules
dendritiques périfolliculaires). Comme leur nom l'indique, les follicules lymphoides isolés sont
solitaires au sein de la lamina propria.
Les plaques de Peyer, plus complexes, sont constituées d’'un regroupement de plusieurs
follicules lymphoides (lymphocytes B) séparés entre eux par des régions inter-folliculaires
riches en lymphocytes T et en cellules dendritiques. De plus, ceux-ci disposent d’un centre
germinatif, site de maturation des lymphocytes B, les rendant plus volumineux et visibles
macroscopiquement. Les plaques de Peyer sont situées sous une couche de cellules
dendritiques périfolliculaires elles-mémes localisées en dega de I’épithélium intestinal.
La fonction des agrégats lymphoides est similaire a celle des ganglions lymphatiques, soit la
présentation de I'antigene aux lymphocytes T par les cellules présentatrices de I'antigene
(CPAs) et la mise en place subséquente d’une réponse immunitaire spécifique. D’un point de
vue général, les ganglions lymphatiques drainent un ou plusieurs organes via des vaisseaux
lymphatiques afférents et efférents. Les vaisseaux afférents transportent les CPAs depuis
I’organe cible vers le ganglion lymphatique, au sein duquel ont lieu la présentation de
I’antigéne et I'activation des cellules de I'immunité adaptative (lymphocytes T et B). Les
vaisseaux efférents contribuent a la migration de ces cellules activées vers le site cible.
Contrairement aux ganglions lymphatiques, les follicules lymphoides ne disposent pas de
signalisation afférente étant donnée leur proximité avec les CPAs locales. Sans aucun drainage
afférent, les agrégats lymphoides permettent ainsi une mise en place rapide de la réponse

immunitaire.

e Activation de I'immunité muqueuse

En réponse a un stimulus antigénique, les cellules immunitaires présentes au sein des

différentes structures du GALT coopérent afin de mettre en place une réponse immunitaire
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contre les agents pathogenes tout en maintenant une tolérance immunitaire vis-a-vis des

agents commensaux (microbiote intestinal).

- Capture des antigénes et/ou micro-organismes luminaux
L’activation de I'immunité muqueuse débute par la capture d’antigénes et/ou de micro-
organismes dans le lumen intestinal. Celle-ci peut étre effectuée selon deux mécanismes
principaux : par transcytose a travers certaines populations cellulaires de I'épithélium
intestinal (cellules M, cellules caliciformes), et par prolongements cytoplasmiques trans-
épithéliaux des cellules phagocytaires CX3CR1* de la lamina propria (cellules dendritiques,

macrophages).

De fagon intéressante, des souris dont I'épithélium intestinal est appauvri en cellules M
présentent une sensibilité accrue face aux infections mucosales associée a des défauts de
réponse immunitaire (production d’IgA)?8>286,

Les cellules M sont les cellules spécialisées dans la capture d’antigénes et/ou de micro-
organismes au sein du lumen intestinal. Alors que certaines populations existent au sein des
villosités intestinales (cellules M villositaires), la plupart des cellules M résident au sein de
I’épithélium associé aux agrégats lymphoides tels que les plaques de Peyer. A la surface des
cellules M, I'absence de microvillosités apicales permet un dépot optimal des antigénes
particulaires et des micro-organismes, et certains récepteurs tels que la protéine Gp2 ou le
récepteur des immunoglobulines polymériques (plgR) permettent également la
reconnaissance de micro-organismes libres ou opsonisés. La transcytose de ces derniers
aboutit a leur relargage au niveau d’une invagination basolatérale au sein de laquelle résident
plusieurs cellules immunitaires phagocytaires (macrophages, cellules dendritiques

périfolliculaires)?69.273,

- Induction de la réponse immunitaire
Sous le FAE, les phagocytes (macrophages, cellules dendritiques) capturent I’antigéne ou le
micro-organisme et le présentent de fagon locale aux lymphocytes T sous-jacents, permettant
I'induction de la réponse immunitaire au niveau des plaques de Peyer. Au sein de celles-ci, la
maturation des lymphocytes T (en T mémoire, T auxiliaire, T cytotoxique, T régulateur) et des

lymphocytes B (en plasmocytes) a lieu. Une fraction des cellules présentatrices de I’antigéne
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(cellules dendritiques CD103*) migre également vers les ganglions lymphatiques drainant les
intestins, les ganglions lymphatiques mésentériques, afin de mettre en place la réponse
immunitaire en périphérie et préparer I’organisme a une infection. A ce niveau, la maturation
et I'activation des lymphocytes T et B résulte en une acquisition de marqueurs de « gut-

homing », permettant leur retour (ou migration efférente) au sein de I'épithélium intestinal.

- Réponse immunitaire au niveau de la muqueuse
La plupart des lymphocytes résidents dans la lamina propria proviennent des sites inducteurs
(agrégats lymphoides, ganglions lymphatiques mésentériques) afin d’assurer I'immunité
locale au sein de la muqueuse intestinale. Parmi ceux-ci, les lymphocytes T CD8+ exercent une
fonction cytotoxique alors que les lymphocytes B, différenciés en plasmocytes, produisent et
sécretent des immunoglobulines de type A. Celles-ci sont transportées dans le lumen
intestinal par transcytose basolatéro-apicale a travers les entérocytes afin de neutraliser les
agents pathogenes luminaux par opsonisation. De plus, les IgA repoussent également les
agents pathogenes dans le lumen intestinal au cours de leur transcytose inverse (par exclusion
des agents pathogenes présents dans la lamina propria ayant franchi I’épithélium intestinal et

par neutralisation intracellulaire des agents pathogénes en cours de franchissement).

e Les tonsilles : la présence du GALT au niveau de I'appareil digestif proximal

- Description
Les tonsilles, anciennement appelées amygdales, constituent des structures lymphoides

localisées au niveau des cavités nasale et buccale.

Chez ’'Homme, quatre types de tonsilles coexistent dés la naissance?®’

et sont réparties sous
forme d’anneau, I'anneau de Waldeyer : les tonsilles pharyngées (au niveau du pharynx), les
tonsilles tubales (a I’entrée des trompes d’Eustache), les tonsilles palatines (de part et d’autre
de la volte palatine), et les tonsilles linguales (tapissant la surface du troisieme tiers de la

langue) (Figure 31).
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Figure 31. L’anneau de Waldeyer : une répartition circulaire des tonsilles.

Vues de profil (gauche) et de face (droite) de la distribution des tonsilles pharyngées (rouges) et tubales
(bleues), localisées au niveau de la cavité nasale, et des tonsilles palatines (oranges) et linguales
(vertes), localisées dans la cavité buccale. Adapté de Perry M. et collegues (1998).

- Fonctions et structure
La fonction principale des tonsilles est de capturer les antigénes présents dans
I’environnement extérieur (notamment dans I’air inspiré et les aliments) afin de mettre en
place une réponse immunitaire rapide et adaptée, préparant I’"h6te a une éventuelle infection.
De cette facon, les tonsilles sont reconnues comme tissus lymphoides associés aux muqueuses
(MALT). Plus particulierement, les tonsilles palatines et linguales peuvent, en raison de leur
localisation au niveau de la cavité buccale, étre considérées comme appartenant au GALT. En
effet, celles-ci sont directement au contact des antigenes présents dans |’alimentation
(exemple : le lait maternel) et ressemblent, d’'un point de vue architectural, aux plaques de

Peyer présentes au niveau de la barriére intestinale.

Les tonsilles sont des agrégats lymphoides composés de follicules riches en lymphocytes B
autour desquels de nombreux lymphocytes T résident sous forme de zones périfolliculaires?®’
(Figure 32). Comme les plaques de Peyer, celles-ci ne sont délimitées par aucune membrane
ni capsule et, en raison de leur localisation a proximité du site de capture de I’antigéne, ne
disposent d’aucun drainage lymphatique afférent. Contrairement aux tonsilles nasales

(pharyngées et tubales), tapissées d’un épithélium pseudostratifié et cilié comme le reste de

I’appareil respiratoire, les tonsilles buccales (palatines et linguales) sont plutot recouvertes
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d’un épithélium pluristratifié et desquamant, en partie a cause du passage du bol
alimentaire?®’. Afin d’amplifier la surface d’échanges, celui-ci forme une ou plusieurs cryptes
— les cryptes tonsillaires — au fond desquelles résident de nombreuses cellules immunitaires
(lymphocytes T, lymphocytes B, plasmocytes, macrophages, cellules dendritiques,...) (Figure
32). De fagon intéressante, la présence de cellules M fonctionnelles au sein des tonsilles
pharyngées a bien été décrite?®®28%, De ce fait, leur existence au sein des tonsilles buccales

reste hautement probable.

Grossissement x2 200 pm

Figure 32. Structure des tonsilles

Coupes histologiques de tonsilles palatines humaines. L'épithélium pluristratifié desquamant (1) forme
des cryptes tonsillaires (2). En deca, des follicules de lymphocytes B (3) sont présents et dispersés au
sein du tissu conjonctif dans lequel résident plusieurs cellules immunitaires (4). Marquage
hématoxyline & éosine. Adapté de Digital Medical Library — Section 9 — Lymphatic System (1) et de
www.medicalhistology.us (2).

- Une porte d’entrée pour les agents pathogénes
De par leur fonction de capture d’antigenes dans le lumen, les tonsilles peuvent jouer un réle
de porte d’entrée pour certains agents pathogénes. A la fin des années 1990, la détection
d’antigénes viraux (Gag) ainsi que du génome viral du VIH-1 au sein des cellules épithéliales
bordant les cryptes tonsillaires prouve la sensibilité de ces sites a I'infection par le VIH-1299291,
De plus, des expériences d'immunohistochimie et d’hybridation in situ permirent de mettre
en évidence la présence de la protéine prion PrP*?°2 ainsi que divers antigénes du virus de la

293

rougeole?”> au sein des tonsilles bovines et humaines, respectivement. Enfin, des lymphocytes

294 etil a été

productivement infectés par EBV ont été détectés au sein de tonsilles humaines
démontré que ce virus était capable de franchir un modele in vitro d’épithélium tonsillaire par

transcytose?®. Ainsi, les tonsilles pourraient jouer un réle non négligeable dans la
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transmission des virus transmis par voies respiratoire et orale, incluant ceux transmis au cours

de I'allaitement maternel.

D. Détournement et franchissement de la barriére intestinale par les agents

pathogénes

De par sa vaste surface d’échanges, I'épithélium intestinal constitue une porte d’entrée
privilégiée pour de nombreux agents pathogéenes (bactéries, levures, prions, virus). Bien que
les différents acteurs de la barriere intestinale agissent en concert afin d’empécher les micro-
organismes de franchir I’épithélium intestinal, différentes stratégies ont été développées par
ces derniers afin de détourner les différents acteurs de la barriere intestinale. Parmi ces
stratégies, on distingue le passage paracellulaire par ouverture des jonctions serrées, le
passage via les prolongements luminaux des cellules phagocytaires, et le passage
transcellulaire suite a l'infection productive des entérocytes ou la transcytose a travers

certaines cellules épithéliales.

1. Une porte d’entrée pour les bactéries, les levures, et les prions

Au niveau de l'intestin gréle, ou les barrieres microbiologique et chimique sont constamment
emportées avec le chyle, certaines bactéries et levures parviennent a entrer en contact avec
I’épithélium intestinal. De plus, afin d’optimiser ces contacts, certaines d’entre elles sont
capables de franchir la barriére chimique résiduelle (mucus et peptides antimicrobiens) en se
déplacant a travers le réseau lache de mucines, en dégradant le mucus, et en résistant aux
PAMs2%, De par cette résistance, 'accumulation de produits bactériens et/ou fongiques
stimule la production massive de PAMs par |’épithélium intestinal, pouvant contribuer a la
mise en place d’un contexte inflammatoire résultant en une perturbation de I'épithélium et
du microbiote intestinal (dysbiose). L’affaiblissement de la barriere microbiologique favorise
alors la prolifération des agents pathogenes extérieurs alors que la perméabilisation de
I’épithélium intestinal facilite le passage de nombreuses bactéries et levures par voie
paracellulaire.

Dans un contexte non inflammatoire, certaines bactéries et levures ayant franchi la barriere

chimique sont capables d’adhérer solidement a la surface de I’épithélium intestinal afin de
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résister aux contraintes mécaniques du transit intestinal. Alors que certaines bactéries
infectent directement les entérocytes (Listeria), d’autres gagnent la lamina propria sous-
jacente par transcytose a travers les cellules M (Salmonella, Shigella, Yersinia, Vibrio,...), les
cellules caliciformes (Listeria), ou suite a la capture luminale par les cellules dendritiques
(Salmonella). De plus, certaines bactéries altérent également plus directement I'intégrité de
la barriere épithéliale, telles que Vibrio cholerae, Salmonella, et certaines Escherichia coli
entéropathogenes. De fagon intéressante, la levure Candida albicans est capable de pénétrer
I’épithélium intestinal a la fois par voies paracellulaire (en induisant la rupture des jonctions
serrées) et transcellulaire (a travers les entérocytes et les cellules M)%°7,

Enfin, ’acquisition du prion par voie orale est assurée par transcytose via les cellules M?%8:299,

2. Une porte d’entrée pour les virus

Plusieurs virus ont également été décrits comme étant capables de franchir I’épithélium
intestinal. Ce franchissement est assuré par infection productive des cellules épithéliales
intestinales ou par transcytose, et peut étre accompagné d’une rupture de l'intégrité de la
barriere physique par perturbation des jonctions serrées, autorisant le passage paracellulaire

de nombreuses autres particules virales luminales (Figure 33).

Passage Infection des Transcytose via Transcytose via
paracellulaire entérocytes les entérocytes les cellules M
(rupture des JS)
VIH VIH VIH
Rotavirus RV HTLV-1 Poliovirus
VHA Norovirus

) il NV
)

Figure 33 : Mécanismes de franchissement de la barriére intestinale par les virus
Légende en page suivante.
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Le Rotavirus est capable d’infecter les entérocytes et d’induire la perméabilisation de I'épithélium
intestinal. Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) peut franchir I'épithélium intestinal par
transcytose a travers les entérocytes ou les cellules M. L’infection des entérocytes par le VIH a
également été démontrée. Bien que non efficace, I'infection productive des entérocytes par le virus
de I’hépatite A (VHA) peut contribuer a une libération de particules virales sous I’épithélium intestinal.
Le virus HTLV-1 franchit I’épithélium intestinal par transcytose a travers les entérocytes. Le poliovirus
et le norovirus exploitent les cellules M pour traverser I'épithélium intestinal par transcytose. JS:
jonctions serrées.

e Le Rotavirus (RV)

Les Rotavirus (RV) constituent une cause majeure de déshydratation chez les enfants de moins
de 5 ans et sont a l'origine de séveres gastro-entérites dont les manifestations les plus
fréquentes sont les diarrhées (diarrhées de malabsorption).

Il a été démontré que les RV infectaient les entérocytes et induisaient leur mort cellulaire par

apoptose3%°

, provoquant des dommages épithéliaux importants associés a une perte
d’étanchéité de la barriére intestinale3®. Par des études réalisées in vitro, I’apoptose induite
par l'infection RV a été caractérisée comme étant intrinséque (voie mitochondriale)3%? et
dépendante de la protéine non structurale NSP4393, Essentiellement sécrétée via le pole apical
des entérocytes infectés3%4, la protéine NSP4 libre constitue en effet une entérotoxine virale
suffisante pour la perméabilisation de I’épithélium intestinal®®®>, autorisant ainsi le
franchissement de la barriere intestinale par les particules virales présentes dans le lumen
intestinal.

De fagon intéressante, une étude récente a démontré que plusieurs particules virales RV
pouvaient également étre empaquetées et excrétées au sein de larges vésicules
extracellulaires (entre 5 et 15 particules virales/vésicule) dans les féces de porc et de souris3°,
permettant a la fois leur stabilisation durant la transmission oro-fécale de RV mais également

I’augmentation de I'efficacité de la transmission orale et de pathogénicité associée (par

augmentation de la multiplicité d’infection au niveau de I’épithélium intestinal)3°®.

e Le Poliovirus (PV)

Le poliovirus (PV) est essentiellement transmis par voie orale. En infectant ex vivo des explants

humains de plaques de Peyer avec différentes souches du PV-1 (souche sauvage Mahoney et
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souche vaccinale Sabin), il a été démontré que celles-ci ciblaient préférentiellement les
cellules M3%7, En utilisant un modele in vitro d’épithélium intestinal enrichi ou non en cellules
M, Ouzilou et ses collegues démontrerent que le poliovirus franchit I’épithélium intestinal
humain par transcytose via les cellules M3%8, De plus, 'inoculation directe de la souche Sabin
du PV-1dansl'iléum de macaques rhésus résulte en une internalisation du virus par les cellules
M villositaires, renforgant I’"hypothese du role de ces cellules dans le franchissement de la
barriere intestinale par le poliovirus. De fagon intéressante, le lipopolysaccharide (LPS) dérivé
de la membrane externe des bactéries a Gram négatif interagit avec la surface de la particule
poliovirale afin d’augmenter sa stabilité (persistance dans I’environnement) et son

attachement aux cellules cibles3°°.

e |eVIH-1

Dans le cadre de I'allaitement maternel, le virus de I'immunodéficience humaine de type 1
(VIH-1) peut étre transmis au nourrisson par voie orale. Alors que la perméabilité de
I’épithélium intestinal du nouveau-né pourrait permettre le passage paracellulaire de cellules
infectées au cours des premiers jours apres la naissance, le franchissement de celui-ci lorsqu’il
est imperméable est assuré par d’autres mécanismes. Dans un premier temps, l'infection des
entérocytes a différentes souches du VIH a été démontrée in vitro sur cellules Caco-23%,
L'infection de celles-ci est dépendante de I'expression du récepteur galactosyl-céramide
(GalCer), qui remplace le récepteur CD4, et des co-récepteurs CCR5 et CXCR431°, Une stratégie
alternative et plus rapide de franchissement de la barriere intestinale par le VIH a également
été mise en évidence : la transcytose?3. De facon intéressante, la présence d’anticorps dirigés
contre la glycoprotéine d’enveloppe virale (gp120) ou le récepteur GalCer inhibe ce processus.
L'inhibition de la transcytose du VIH-1 par les anticorps peut également étre assurée par
neutralisation intracellulaire au cours de la transcytose basolatéro-apicale des IgA ou des
IgM311, Enfin, le roéle des cellules M dans la transcytose du VIH a également été

démontré3?10312,
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e HTLV-1

Le virus HTLV-1 est transmis de la mére a I’enfant au cours de I'allaitement maternel. Celui-ci
se propage essentiellement de cellule en cellule par I'intermédiaire de biofilms viraux3!3, de

314 et de conduits cytoplasmiques3>. A I’heure actuelle, les mécanismes

synapses virologiques
de transmission de ce virus au cours de I'allaitement maternel restent peu connus, mais
I’épithélium intestinal pourrait constituer une porte d’entrée. Dans les années 1990,
Zacharopoulos et ses collegues ont démontré la sensibilité des entérocytes a 'infection par
HTLV-131®, Suite a la co-culture de lymphocytes infectés avec la lignée entérocytaire humaine
1407, des contacts rapprochés entre les deux types cellulaires furent observés avec une
excrétion de particules virales libres dans I'espace périplasmique3!®. En revanche, la lignée
utilisée (1407) est aujourd’hui reconnue par I’ATCC comme contaminée par des cellules Hela,
rendant ces résultats peu pertinents. Dans notre laboratoire, il a été démontré que la co-
culture de lymphocytes infectés par HTLV-1 avec un modeéle in vitro d’épithélium intestinal
(cellules Caco-2) conduisait en effet a un transfert des particules virales depuis la cellule
infectée vers les entérocytes, mais sans infection de ces derniers?*. De facon intéressante,
I"utilisation de ce modele permit de mettre en évidence un franchissement du modele in vitro
d’épithélium intestinal par transcytose au sein des entérocytes, sans aucune altération de la
fonction de barriére?*. Enfin, lorsque des cellules dendritiques humaines sont mises en
culture au péle basolatéral des entérocytes, la transcytose d’HTLV-1 a travers le modele
d’épithélium intestinal résulte en l'infection de ces cellules, elles-mémes capables de
transmettre 'infection a des lymphocytes T244, démontrant la capacité du virus HTLV-1 a

franchir un modele simplifié de barriere intestinale.

e Lesvirus des hépatites

Les virus de I’hépatite A (VHA) et de I’hépatite E (VHE) sont majoritairement transmis par voie
oro-fécale suite a I'ingestion d’aliments ou d’eau contaminés.

Concernant le VHA, Blank et collegues ont montré que l'infection d’'un modele in vitro
d’épithélium intestinal par le VHA résultait, sans perte d’intégrité de la barriere, en une
production virale majoritaire par le pole apical, la production basolatérale représentant

317

environ 1% de la production apicale®'’. Les mécanismes de transcytose pouvant étre a
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I'origine de ce faible pourcentage de néovirions dans le compartiment basolatéral n’ont
cependant pas été expérimentalement recherchés dans cette étude.
A ce jour, aucune étude publiée n’a démontré le franchissement de la barriére intestinale par

le VHE.

e Le Norovirus (NoV)

Les Norovirus (NoV) sont responsables de la majorité des gastro-entérites virales et d’environ
200 000 déces infantiles chaque année3!8, Aprés ingestion d’aliments ou d’eau contaminés,
ceux-ci interagissent avec différents acteurs de la barriere intestinale afin de franchir
I’épithélium intestinal. En effet, I'interaction entre le NoV et certains agents commensaux du

microbiote intestinal pourrait favoriser I’entrée virale au sein de la lamina propria®'®

, riche en
cellules cibles de l'infection par le NoV (cellules dendritiques, macrophages, lymphocytes
B)31°. In vitro, il a de plus été démontré que le NoV murin était capable de franchir un modéle
d’épithélium intestinal murin par transcytose a travers les cellules M3%°, permettant I'infection

virale des lymphocytes B localisés dans les plaques de Peyer3'?,

Pour conclure, les mécanismes de franchissement de la barriére intestinale par les virus sont
généralement associés a une infection des cellules épithéliales ou a une transcytose a travers
les entérocytes ou les cellules M. De plus, certains facteurs peuvent faciliter I’entrée virale
dans I"organisme au niveau de la barriere intestinale, tels que certains produits microbiens
(LPS), ou au contraire inhiber certains mécanismes de franchissement (IgA).

Alors que certains virus ont été détectés dans le lait maternel et potentiellement associés a
une transmission au cours de I'allaitement, tels que ZIKV, le rGle de la barriere intestinale dans

I’entrée virale n’a cependant pas été investigué.
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CONTEXTE ET OBJECTIFS GENERAUX

Durant les deux derniéres décennies, ZIKV a émergé dans les fles du Pacifique et en Amérique
latine. Ces émergences ont focalisé I'intérét de nombreuses études et fourni de nouvelles
découvertes concernant le pouvoir pathogene et les modes de transmission de ZIKV. En effet,
si la plupart des infections restaient asymptomatiques ou conduisaient a des symptomes
cliniques mineurs (fievre, éruption cutanée, myalgie, arthralgie...), I'augmentation du nombre
de cas infectés au cours des flambées épidémiques a permis de réaliser le potentiel pathogene
de ZIKV pour provoquer des manifestations séveres telles que des syndromes de Guillain-
Barré chez I'adulte et des syndromes congénitaux liés a Zika chez le foetus. De plus, un nombre
inattendu de transmissions interhumaines a été observé lors de la derniere épidémie en
Amérique latine, soit pseudo-verticalement par voie transplacentaire, soit horizontalement a
la suite d'un rapport sexuel. Etant donné que ZIKV a été détecté dans de nombreux fluides
biologiques de personnes infectées, telles que le sperme, les sécrétions vaginales, les larmes,
les prélevements nasopharyngés, |'urine, la salive ou le lait maternel, d'autres modes de
transmission interhumaine de ZIKV devraient, en I'absence d’études, étre considérés.

En particulier, d'importantes charges virales de ZIKV (2,9.10* 4 2,4.10° copies d’ARN viral/mL)
ont été détectées dans le lait maternel. Alors que I'excrétion virale dans le lait maternel a été
détectée plus de 33 jours apres I'apparition des symptémes, la glande mammaire pourrait
jouer un réle de réservoir. En outre, l'infection orale de macaques par ZIKV a été caractérisée
et une étude de cas a récemment mis en évidence un cas de transmission de la meére a I’enfant
de ZIKV au cours de |'allaitement maternel.

Dans ce travail, nous avons cherché a décrypter les mécanismes de transmission potentielle
de ZIKV de la mere a I’enfant au cours de I'allaitement maternel. Dans un premier axe, nous
avons étudié les interactions entre ZIKV et la glande mammaire afin de comprendre I'origine
des particules infectieuses dans le lait maternel. Dans un second axe, nous avons examiné les
interactions entre ZIKV et la barriere intestinale afin d’investiguer la transmissibilité des

particules virales infectieuses au nourrisson via le lait maternel.
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MATERIEL ET METHODES



Cette étude a été réalisée en combinant des expériences in vitro sur cellules primaires

humaines et lignées cellulaires, et in vivo en utilisant un modéle murin.

1) Culture cellulaire

Toutes les cultures cellulaires ont été effectuées a 37°C en présence de 5% CO,.

e Cellules épithéliales mammaires

Des cellules épithéliales primaires de glande mammaire humaine (HMEpiC) ont été prélevées
chez une donneuse saine selon les réglementations locales et nationales sur I'obtention et la
distribution de tissus humains, et fournies par le laboratoire ScienCell Research Laboratories.
Ces cellules ont été cultivées sur des supports traités a la poly-L-lysine (ScienCell Research
Laboratories) dans du milieu spécifiqguement concu pour la culture de ces cellules (MEpiCM,
ScienCell Research Laboratories) supplémenté de facteurs de croissance (MEpiCG, ScienCell
Research Laboratories) et d’un cocktail antibiotique de pénicilline/streptomycine (ScienCell

Research Laboratories).

Des cellules luminales de glande mammaire humaine (lignée cellulaire MCF-7 ; ATCC HTB-22)
ont été cultivées en milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F12
(DMEM/F12 ; Gibco, by Life Technologies) supplémenté de 10% de sérum de veau foetal (SVF ;
Gibco, by Life Technologies), 100 U/mL de pénicilline (Gibco), 100 pg/mL de streptomycine
(Gibco), 20 ng/mL de facteur de croissance épidermique humain (hEGF; Peprotech), 0,5

ug/mL d’hydrocortisone (Sigma), et 10 ug/mL d’insuline (Sigma).
Des cellules myoépithéliales de glande mammaire humaine (lignée cellulaire MDA-MB-231 ;

ATCC HTB-26) ont été cultivées en milieu DMEM supplémenté de 10% de SVF, 100 U/mL de

pénicilline, et 100 pg/mL de streptomycine (Gibco).
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e Cellules épithéliales intestinales

Deux lignées cellulaires dérivées d’adénocarcinome du colon humain ont été utilisées : la
lignée HT-29 (ATCC HTB-38) et la lignée Caco-2 (clone 4, Sigma ; clone TC7, non répertorié par
le Comité International d’Authentification des Lignées Cellulaires et fourni par I'Unité
Dynamique des interactions hote-pathogenes, Institut Pasteur, Paris). Ces cellules ont été
cultivées en milieu DMEM supplémenté de 10% de SVF, 10mM de tampon HEPES (Sigma), 100

U/mL de pénicilline, et 100 pug/mL de streptomycine.

e Autres cellules
Des cellules épithéliales de singe vert africain (lignée cellulaire Vero E6 ; ATCC CRL-1586) ont
été cultivées en milieu DMEM supplémenté de 10% de SVF, 100 U/mL de pénicilline, et 100

ug/mL de streptomycine.

2) Etablissement d’'un modeéle in vitro d’épithélium intestinal

Afin d’étudier le franchissement de la barriere intestinale par ZIKV, un modele in vitro
d’épithélium intestinal a été concu au laboratoire?#4,

Brievement, 2,5.10% cellules entérocytaires Caco-2/TC7 ont été ensemencées a la surface de
filtres Transwell® (12 mm de diametre et 3 um de porosité, polycarbonate, Costar) et cultivées
pendant au moins 21 jours. Aprés prolifération et différenciation, les cellules Caco-2/TC7
forment une monocouche épithéliale polarisée et imperméable délimitant un compartiment
apical (chambre supérieure du dispositif) et un compartiment basolatéral (chambre inférieure
du dispositif) (Figure 34). Le milieu des deux compartiments a été remplacé tous les deux
jours. La validité du modele a été confirmée en vérifiant la polarisation et I’étanchéité de la
monocouche cellulaire par des observations structurales (présence de microvillosités et de

jonctions serrées) et des tests fonctionnels (mesure de la résistance électrique

transépithéliale TEER et de la perméabilité paracellulaire), respectivement (Figure 34).
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1) Ensemencement
(2,5.10% cellules Caco-2/TC7)

Cellules Caco-2/TC7

Membrane semi-perméable
(porosité 3um)

2) Prolifération — différenciation
(= 21 jours)

Compartiment apical
i e O e
Monocouche cellulaire Tololole'e

<4——  Compartiment basolatéral

3) Validation du modéle

’l‘ (!
Polarisation / Etanchéité
- Microvillosités (MET) - Jonctions serrées (MET, IF)
- Jonctions serrées (MET, IF) - Confluence cellulaire (REET)

- Barriere fonctionnelle (Test
de perméabilité paracellulaire)

Figure 34. Modeéle in vitro d’épithélium intestinal

Des cellules Caco-2 (clone TC7) ont été cultivées sur une membrane semi-perméable (3 um de
porosité) au sein d’un dispositif Transwell®. Au bout de 21 jours de culture, la monocouche cellulaire
épithéliale délimite un compartiment apical et un compartiment basolatéral. Les vérifications de sa
polarisation ainsi que de son étanchéité constituent des étapes requises afin de valider I'utilisation de
cette monocouche cellulaire en tant que modeéle in vitro d’épithélium intestinal.
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3) Validation du modele in vitro d’épithélium intestinal

e (Observations structurales

La présence de microvillosités a été vérifiée par microscopie électronique a transmission (voir
section « Microscopie électronique a transmission »).

La présence de jonctions serrées a été vérifiée par microscopie électronique a transmission
(voir section « Microscopie électronique a transmission ») et par microscopie a fluorescence
apres marquage de la protéine adaptatrice des jonctions serrées zonula occludens — 1 ZO-1

(voir section «Immunofluorescence »).
e Tests fonctionnels

La prolifération cellulaire et la fermeture des jonctions serrées a été approchée en mesurant
régulierement la résistance électrique transépithéliale (TEER ; EVOM World Precise
Instruments) au cours du temps.

Apres 21 jours de culture, la perméabilité des monocouches a été évaluée par une méthode
fluorimétrique en mesurant le franchissement des monocouches Caco-2/TC7 par une petite
molécule fluorescente (polymeére de dextran de 4 kDa couplé a la fluorescéine isothiocyanate
(FITC)). Plus précisément, les cellules ont été lavées en PBS, et le milieu basolatéral a été
remplacé par du milieu DMEM sans rouge de phénol (Gibco, by Life Technologies). Une
solution de FITC — dextran 4kDa (Sigma) a été ajoutée dans le compartiment apical, et la
fluorescence basolatérale causée par la diffusion apico-basolatérale du FITC — Dextran a été
mesurée au cours du temps (Wallac Victor? et TECAN Infinite M1000 Pro). La perméabilité P

(cm.min™') des monocouches a été évaluée selon la formule suivante :

_ a X Vpasolatéral
Fluoinoculum XS

avec «a» la pente de la droite (unités arbitraires.min?), « Vpasolatéral » le volume du
compartiment basolatéral (cm3), « FluOinocuum » la fluorescence de I'inoculum (unités

arbitraires), et « S » 'aire de la surface du filtre (cm?).
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Dans notre modéle, les monocouches dont la TEER > 250 Q.cm? et P < 10 cm.min! ont été

considérées comme imperméables.

4) Souris

Des souris immunodéficientes IFNAR- (lignée A129) ont été élevées a I'Institut Pasteur, dans
des animaleries accréditées par le Ministere de I’Agriculture pour I’élevage et la pratique de
I’expérimentation animale. L’expérimentation animale a été effectuée en accord avec les
réglementations francaises et européennes sur le bien-étre animal et la protection des
animaux de laboratoire (Directive CE 2010/63, Loi Francaise 2013-118, 6 février 2013). Toutes
les expériences effectuées ont préalablement été présentées et approuvées par le comité
éthique n°89, puis enregistrées par le Ministere frangais de I’'Enseignement Supérieure, de la
Recherche, et de I'Innovation sous la référence “APAFIS#9594-2017041412342250v3".
L'utilisation d’animaux génétiquement modifiés (souris A129) a été approuvée par les
instances institutionnelles et par le Ministéere frangais de I'Enseignement Supérieure, de la

Recherche, et de I'Innovation sous le numéro 2194.

5) Virus

Trois isolats humains de ZIKV (fournies par I’Unité de recherche et d’expertise environnement
et risques infectieux, Institut Pasteur, Paris) ont été amplifiés sur cellules de mammifére
(lignée Vero E6) et utilisés aprés un nombre réduits de passages sur ces cellules (Tableau 4).

Brievement, une suspension virale a été ajoutée a la surface de monocouches cellulaires Vero
E6 a 90% de confluence, selon une multiplicité d’infection de 0,1 pendant 2h a 37°C et en
présence de 5% CO,. Apres cette phase d’adsorption, I'inoculum a été éliminé et remplacé par
du milieu DMEM — 2% SVF jusqu’a apparition d’effets cytopathogenes (entre 3 et 6 jours).
Enfin, le surnageant a été récupéré, et les débris cellulaires ont été éliminés par centrifugation
a 500g pendant 10min. La suspension virale obtenue a été conditionnée en faibles volumes et
congelée a -80°C jusqu’a détermination de son titre viral par titrage sur cellules Vero E6 selon

la méthode des foyers d’infection.
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Souche Lignage Origine Production/amplification

* |solé chez 'Homme
HD78788 Africain * Sénégal, 1991
* Souche non épidémique

Cellules de mammifere
(Vero E6)

* [solé chez I’'Homme
H/PF13 Asiatique | * Polynésie Francaise, 2013
* Souche épidémique

Cellules de mammifere
(Vero E6)

* |solée chez 'Homme
Brésil/2016/INMI1 Asiatique | e ltalie, 2016
* Souche épidémique

Cellules de mammifere
(Vero E6)

Tableau 5. Tableau récapitulatif des souches virales de ZIKV utilisées

Toutes les souches virales ont initialement été isolées chez I’'Homme, puis ont été amplifiées sur
cellules de mammifére. La souche Brésil/2016/INMI1 a été isolée en Italie a partir d’'un voyageur
revenant d’un séjour au Brésil durant I’épisode épidémique 2015-2016.

6) Titrage par la méthode des foyers d’infection

La veille du titrage, 2,5.10° cellules Vero E6 ont été ensemencées au fond de puits de plaques
24 puits.

Apres décongélation, les échantillons a titrer ont été dilués en cascade de raison 10 en milieu
DMEM - 2% SVF. Chaque dilution a été ajoutée a la surface de monocouches de cellules Vero
E6 a 90% de confluence pendant 2h a 37°C et en présence de 5% CO,. Apres cette phase
d’adsorption, I'inoculum a été éliminé et remplacé par du milieu semi-solide DMEM — 2% SVF
supplémenté de 0,5% carboxyméthyl-cellulose (CMC ; Fisher Scientific) pendant 3 jours. La
viscosité semi-solide de ce milieu permet de limiter la diffusion des particules virales libres et
restreindre celle-ci a proximité des cellules adjacentes de la cellule infectée productrice. Apres
3 jours, les cellules ont été fixées en PBS — 4% paraformaldéhyde (PFA) pendant 15min a
température ambiante (TA), et perméabilisées en PBS — 0,1% Triton (Sigma) pendant 3min a
TA. Les sites non spécifiques ont été saturés en PBS — 1% albumine de sérum bovin (ASB;
Sigma) — 0,1% Tween 20 (Sigma) pendant au moins 30min a TA. La protéine d’enveloppe E de
ZIKV (E(ZIKV)) a été indirectement marquée a |'aide d’un anticorps murin anti-E (clone 4G2)
pendant 2h a TA comme anticorps primaire, et d’un anticorps caprin anti-souris conjugué a la
peroxydase de raifort (Biorad) pendant 1h a TA comme anticorps secondaire. Enfin, le substrat

de I'HRP (Vector Vip ; Vector Laboratories), extemporanément préparé, a été ajouté pendant
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environ 15min a TA, permettant la révélation des foyers d’infection. Ces derniers ont été

comptés manuellement, permettant de déterminer le titre viral des échantillons.

7) Infection des souris

Afin d’étudier la dissémination de ZIKV dans les glandes mammaires, des souris adultes
femelles agées de 8 a 14 semaines ont été infectées par voie intrapéritonéale (infection
systémique) ou sous-cutanée (infection locale) par 3,2.10°> UFF ou 6,6.10° UFF de la souche
américaine de ZIKV (Brésil/2016/INMI1), respectivement. L’infection a été suivie en mesurant
la charge virale par gRT-PCR dans le plasma, la rate, les ganglions lymphatiques inguinaux, et
la quatrieme glande mammaire apres excision du ganglion lymphatique inguinal. Une
perfusion intracardiaque a été réalisée en PBS avant chaque prélevement d’organe afin de
limiter la contamination des organes avec le sang. Les souris ont été mises a mort lorsqu’une
perte de masse supérieure ou égale a 20% de la masse initiale ou supérieure ou égale a 10%
de la masse initiale en association avec un ou plusieurs symptomes de souffrance ont été

observés.

Afin d’étudier la sensibilité des souriceaux a I'infection orale par ZIKV, des souris adultes males
et femelles ont été mis en accouplement. Au bout de 19 a 21 jours de gestation, différentes
portées de 4 a 7 souriceaux ont été obtenues. Les souriceaux ont été exposés a deux
administrations orales successives par 1.10° et 2.10° UFF de la souche américaine
(Brésil/2016/INMI1) de ZIKV a I’dge de 2 et 5 jours, respectivement. Trois jours aprés chaque
administration, la charge virale dans le plasma a été déterminée par qRT-PCR et titrage sur
cellules Vero E6. La masse des souriceaux a été suivie tous les deux jours et I'intégralité d’'une
portée a été mise a mort des I’observation d’'une morbidité ou mortalité chez un souriceau de

cette méme portée. La rate et le cerveau ont été collectés chez les souriceaux mis a mort.

Afin d’étudier la transmissibilité de ZIKV par allaitement maternel, des souris adultes males et
femelles ont été mis en accouplement. Au bout de 19 a 21 jours de gestation, différentes
portées de 4 a 7 souriceaux ont été obtenues. Trois jours post-partum, les souris meres ont
été exposées a 2,8.10° UFF de la souche américaine (Brésil/2016/INMI1) de ZIKV par voie intra-

péritonéale. Deux et six jours apres infection de la mere, la charge virale plasmatique a été
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déterminée par qRT-PCR. Les masses des souris meres ainsi que des souriceaux ont été suivies
tous les deux jours. Les souris meres ont été mises a mort lorsqu’une perte de masse
supérieure ou égale a 20% de la masse initiale ou supérieure ou égale a 10% de la masse

initiale en association avec un ou plusieurs symptémes de souffrance ont été observés.

8) Infection des cellules

Différentes lignées cellulaires et cellules primaires ont été infectées avec la souche africaine
(HD78788), asiatique (H/PF13), ou américaine (Brésil/2016/INMI1/INMI1) de ZIKV a
différentes multiplicités d’infection selon I’expérience. Apres 2 a 4h d’adsorption, les cellules
ont été lavées en PBS, et le milieu a été remplacé par du milieu DMEM — 2% SVF. A différents
temps, I'infection a été suivie par immunofluorescence, puis quantifiée par cytométrie en flux
apres marquage de E(ZIKV). La production virale dans le surnageant a été mesurée par gRT-

PCR et titrage sur cellules Vero E6.

Afin d’étudier le franchissement du modele in vitro d’épithélium intestinal, plusieurs doses
(10%, 10°, et 10° UFF) de la souche américaine (Brésil/2016/INMI1) de ZIKV ont été ajoutées
sur le pole apical des monocouches Caco-2/TC7 différenciées, polarisées, et imperméables.
Apres 2h d’adsorption, le milieu a été remplacé par du milieu DMEM — 2% SVF. L’altération
des monocouches infectées et non infectées a été évaluée selon les méthodes décrites dans
la section « Validation du modele in vitro d’épithélium intestinal », et la production virale dans
les surnageant apical et basolatéral a été évaluée a différents temps par gRT-PCR et titrage

sur cellules Vero E6.

9) Immunofluorescence (IF)

Afin d’étudier la sensibilité des différents types cellulaires a I'infection ZIKV, la protéine E(ZIKV)
a été marquée et observée par microscopie a fluorescence. A différents temps aprés infection,
le surnageant cellulaire a été éliminé et les cellules ont été lavées en PBS. Ensuite, celles-ci ont
été fixées en PBS — 4% PFA pendant 15min a TA, puis perméabilisées en PBS — 0,1% Triton

pendant 3min a TA. Les sites non spécifiques ont été saturés en PBS — 1% ASB — 0,1% Tween
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20 pendant au moins 30min a TA. E(ZIKV) a été marquée de facon indirecte en utilisant
I’anticorps primaire murin anti-E (clone 4G2) en PBS — 0,2% ASB — 0,2% Tween 20 pendant
toute une nuit a 4°C, et I'anticorps secondaire caprin anti-souris conjugué au fluorochrome
Alexa Fluor 488 (Life Technologies) en PBS — 0,2% ASB pendant 30min a TA. Enfin, les
préparations ont été montées en milieu de montage contenant du DAPI (Fluoromount G —
DAPI; Southern Biotech) et observées par microscopie a fluorescence (EVOS FL, Life

technologies). Les cellules ont été lavées en PBS entre chaque étape.

La présence de jonctions serrées dans les cellules Caco-2/TC7 cultivées sous forme de modeéle
in vitro d’épithélium intestinal a été vérifiée par microscopie a fluorescence en visualisant la
distribution subcellulaire de la protéine ZO-1. Les cellules ont été fixées en PBS — 80%
méthanol (Sigma) pendant 15min a TA, puis perméabilisées en PBS — 0,2% Triton pendant
5min a TA. Les sites non spécifiques ont été saturés en PBS — 5% ASB pendant 30min a TA. La
protéine ZO-1 a été immunodétectée avec un anticorps primaire de lapin anti-ZO-1
(Invitrogen) pendant toute une nuit a 4°C, et un anticorps secondaire d’ane anti-lapin
conjugué au fluorochrome Alexa Fluor 546 (Invitrogen) pendant 1h a TA, en utilisant les
mémes tampons que précédemment. Enfin, les préparations ont été montées en milieu de
montage contenant du DAPI et observées par microscopie a fluorescence. Les cellules ont été

lavées en PBS entre chaque étape.

10) Microscopie électronigue a transmission (MET)

Afin d’observer les microvillosités au pole apical ainsi que les jonctions serrées entre les
cellules Caco-2/TC7 cultivées sous forme de modele in vitro d’épithélium intestinal, les
monocouches ont été lavées en PBS puis fixées en tampon phosphate 0,1M supplémenté de
4% PFA et 1% glutaraldéhyde (Sigma) pendant plus de 24h a TA.

Les échantillons ont ensuite été sous-traités a la plate-forme IBiSA de microscopie

électronique de Tours, selon le protocole décrit par Monel et collégues3??.
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11) Cytométrie en flux

48h apres infection, les cellules infectées par ZIKV, exprimant E(ZIKV), ont été quantifiées par
cytométrie en flux. Le surnageant cellulaire a été éliminé, et les cellules ont été lavées en PBS.
Les cellules ont été décollées et dissociées sous l'action de la trypsine (Gibco, by Life
Technologies). Le marquage intracellulaire de E(ZIKV) a été réalisé comme précédemment
(voir section « Immunofluorescence »), mis a part que les marquages primaire et secondaire
ont été réalisés pendant 20 min et 40 min a TA, respectivement. Les données ont été acquises
par FACS (« Fluorescence Activating Cell Sorting », en anglais) par un cytometre de flux

cytoFLEX® (Beckman Coulter) et analysées en utilisant le logiciel FlowJo 10.0.8r1.

12) Tri cellulaire

Les glandes mammaires de trois souris ont été regroupées et broyées mécaniquement en
milieu CO; indépendant (Gibco, by Life Technologies), puis digérées de facon enzymatique en
présence de 3 mg/mL de collagénase A (Roche) et 100 U/mL de hyaluronidase (Sigma) pendant
2h a 37°C sous agitation douce. Les cellules ont ensuite été dissociées sous I’action successive
de la trypsine a 0,25% pendant 1 min a TA, puis d’une solution contenant 5mg/mL de dispase
Il (Roche) et 10 mg/mL de DNase | (Sigma) pendant 5 min a 37°C. Les érythrocytes ont été
éliminés sous l'action d’un tampon de lyse a base de chlorure d’ammonium (StemCell
Technologies) pendant 5min a TA, et la suspension cellulaire filtrée sous 40 um.

Les différentes populations cellulaires mammaires ont été séparées par MACS (« Magnetic
Activating Cell Sorting », en anglais) a I'aide d’anticorps anti-CD45 (Miltenyi Biotec), et anti-
CD31 (Miltenyi Biotec) couplés a des billes magnétiques, en suivant les recommandations du

fabricant.

13) Coloration des glandes mammaires au rouge carmin

Les glandes mammaires thoraciques (paire n°3) ont été prélevées, étalées sur une lames de
verre, puis fixées en Méthacarn (tampon de fixation composé de 60% méthanol, 30%
chloroforme, et 10% acide acétique) pendant une nuit a TA. Aprés rincage en éthanol (70%)
et en eau, les spécimens ont été colorés au rouge carmin pendant une nuit a 4°C, a I'obscurité.
Apres coloration, les tissus ont été lavés en eau, déshydratés par passages successifs dans des

bains d’éthanol de concentrations croissantes (50%, 70%, 95%, 100%, 100%, 45min par bain),
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puis transparisés par deux passages successifs de 45min en xyléne (Sigma). Enfin, les

échantillons ont été observés sous une loupe binoculaire (MZ16 A ; Leica).

14) PCR quantitative (qRT-PCR)

Selon la nature de I’échantillon, I'extraction d’ARN a été adaptée (Tableau 5).

Méthode d’extraction d’ARN Matériel d’origine

QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) | ° Surnageants cellulaires (ARN extracellulaires)
pour échantillons acellulaires * Plasmas des souris et souriceaux

* Cellules in vitro (ARN intracellulaires)
RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) * Organes de souris adultes (exceptées les
glandes mammaires)

* Glandes mammaires de souris adultes

Trizol (Invitrogen .
( gen) * Organes des souriceaux

Tableau 6. Tableau récapitulatif des méthodes d’extraction d’ARN utilisées

L’ARN provenant d’échantillons acellulaires (surnageants cellulaires et plasmas sanguins) a été extrait
en suivant les recommandations du fabricant du kit « QlAmp Viral RNA Mini Kit » (Qiagen). L'ARN
provenant d’échantillons cellulaires (cellules, fragments d’organes) a été extrait en suivant les
recommandations du fabricant du kit « RNeasy Plus Mini Kit » (Qiagen). L'ARN provenant d’organes
entiers de souriceaux ou d’organes riches en tissu adipeux (glandes mammaires) a été extrait par la
méthode du Trizol (Invitrogen).

La transcription inverse des ARN totaux en ADN complémentaires (ADNc) a été effectuée a
partir de 11 pL d’ARN total en utilisant des hexameéres nucléotidiques aléatoires comme
amorces non spécifiques et en suivant le protocole et les recommandations du fournisseur
(kit Maxima H Minus Reverse-Transcriptase ; Invitrogen).

La quantification du génome viral a été effectuée en amplifiant une région du gene NS5 de
ZIKV. La PCR quantitative a été réalisée dans un volume final de 20 pL a partir de 5 uL d’ADNc
en présence de 500 nM d’amorce sens (5 — AAR TAC ACA TAC CAR AAC AAA GTG GT - 3’), 500
nM d’amorce anti-sens (5’ —TCC RCT CCCYCT YTG GTCTTG — 3’), et 10 uL de Master Mix (iTaq
Universal SYBR Green Supermix, Biorad), selon le programme suivant: une dénaturation
initiale 95°C/10min suivie de 40 cycles triple-étapes de dénaturation 95°C/15s, d’hybridation

60°C/20s, et d’élongation 72°C/30s (Mastercycler Eppendorf Realplex). La quantification du
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nombre de copies d’ARN viral dans les échantillons a été réalisée un utilisant une gamme

d’étalonnage de plasmides codant pour le génome viral de ZIKV.

15) Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Prism 7 avec I'aide du Centre
de Bioinformatique, de Biostatistiques et de Biologie Intégrative (C3BI ; Institut Pasteur, Paris).
Les tests utilisés pour chaque expérience ont été détaillés en légende et le seuil de
significativité a été fixé a 0,05 avec * pour p < 0,05, ** pour p < 0,005, *** pour p < 0,0005, et
**%* pour p < 0,0001. Les résultats ont été présentés sous forme de moyenne + déviation

standard (SD).
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RESULTATS



AXE | : ORIGINE DES PARTICULES VIRALES INFECTIEUSES ZIKV DANS
LE LAIT MATERNEL

— INTERACTION ZIKV ET GLANDES MAMMAIRES —

Dans cette partie, nous avons exploré les interactions entre ZIKV et les glandes mammaires

afin de déterminer I'origine des particules virales infectieuses de ZIKV dans le lait maternel.
En utilisant un modeéle murin d’infection ZIKV, nous avons étudié in vivo le processus de
dissémination virale dans les glandes mammaires aprés une infection systémique ou locale,
ainsi que les modulations de I'architecture mammaire au cours de l'infection. In vitro, nous
avons également étudié la permissivité de cellules épithéliales primaires de glandes
mammaires humaines ainsi que le réle potentiel des cellules luminales et myoépithéliales

dans I’excrétion virale de ZIKV dans le lait maternel.
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e ZIKV dissémine dans les glandes mammaires de souris infectées

Dans un premier temps, nous avons exploré le potentiel intrinseque de dissémination de ZIKV
dans les glandes mammaires non lactantes de souris A129 (souris déficientes en récepteurs
aux interférons de type |) suite a une infection systémique. Ainsi, nous avons exposé des souris
femelles adultes et nullipares (n’ayant jamais été gestantes) a une souche américaine
(Brésil/2016/INMI1) de ZIKV par voie intrapéritonéale (3,2.10° UFF/souris). D’un point de vue
symptomatologique, I’évolution de la masse de ces souris est relativement similaire a celle
des souris non infectées (Figure 35, ligne noire). De plus, les souris exposées a ZIKV
développent une virémie a 3 jours post-infection qui décline a 6 jours post-infection (Figure
36A, symboles noirs), confirmant I'infection aigué de ces souris. De fagcon attendue, le génome
viral a également été détecté dans la rate de 3 a 13 jours post-infection (Figure 36B, symboles
noirs), y compris en absence de virémie. Riche en cellules cibles, cet organe constitue en effet
un réservoir important de I'infection ZIKV. Enfin, nous avons également détecté une charge
virale importante (1,2.10° copies d’ARN viral/mg de tissu) dans les glandes mammaires
abdominales dés 3 jours post-infection (Figure 36C, symboles noirs), suggérant une expansion
rapide de ZIKV dans les glandes mammaires a partir de la circulation sanguine. De fagon
intéressante, celle-ci décline rapidement sans étre totalement éliminée entre 9 et 13 jours
post-infection (1,1.10° et 4,6.10% copies d’ARN viral/mg, respectivement), suggérant que ZIKV
infecte les glandes mammaires nullipares de fagon transitoire. Ces résultats démontrent que
I'infection systémique ZIKV de souris A129, moins immunocompromises que le modele
AG129, entraine également une dissémination virale rapide dans les glandes mammaires

nullipares.
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Figure 35. Evolution de la masse des souris non infectées et infectées par ZIKV

Des souris A129 femelles adultes et nullipares 4gées de 8 & 14 semaines ont systémiquement (3,2.10°
UFF/souris, voie intrapéritonéale, courbe noire) ou localement (6,6.10° UFF/souris, voie sous-cutanée,
courbe grise) été infectées par une souche américaine de ZIKV (Brésil/2016/INMI1). Des souris non
infectées (courbe rouge) ont été utilisées comme contréle négatif. L’évolution de la masse a été suivie
au cours du temps et les résultats ont été exprimés en pourcentage de gain ou de perte par rapport a
la masse initiale.
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Figure 36. Charges virales dans les organes de souris non infectées et infectées par ZIKV

Des souris A129 femelles adultes et nullipares 4gées de 8 a 14 semaines ont systémiquement (3,2.10°
UFF/souris, voie intrapéritonéale, symboles noirs) ou localement (6,6.10° UFF/souris, voie sous-
cutanée, symboles gris) été infectées par une souche américaine de ZIKV (Brésil/2016/INMI1). Le
plasma, la rate, et les glandes mammaires ont été collectés a 3, 6, 9, et 13 jours post-infection. La
charge virale y a été mesurée par qRT-PCR en utilisant des amorces spécifiques du gene viral NS5. Les
résultats ont été exprimés en nombre de copies d’ARN viral/uL de plasma ou /mg de tissu. La ligne
rouge pointillée représente la limite de spécificité de la méthode.
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e La cinétique de dissémination de ZIKV dans les glandes mammaires murines dépend de

la voie d’infection

Etant donné que ZIKV est principalement transmis suite & une pig(ire de moustique infecté,
nous avons répété I'expérience en infectant des souris femelles adultes et nullipares de fagon
locale (voie sous-cutanée), et comparé la cinétique du processus de dissémination vers les
glandes mammaires selon la voie d’administration. De fagon classique, les souris exposées a
ZIKV par voie sous-cutanée perdent du poids a partir de 6 jours post-infection (Figure 35, ligne
grise) et développent une virémie dont I'intensité et la cinétique sont similaires a celle des
souris infectées par voie systémique (Figure 36A, symboles gris). Comme pour ces derniéres,
ZIKV a également été détecté dans la rate a 3, 6, 9, et 13 jours post-infection (Figure 36B,
symboles gris). Alors que le génome viral de ZIKV est également détecté dans les glandes
mammaires a partir de 3 jours post-infection, la charge virale dans cet organe continue
d’augmenter entre 3 et 6 jours post-infection (Figure 36C, symboles gris) avant de décliner a
9 jours (1,7.10% copies d’ARN viral/mg) et 13 jours (5,6.10' copies d’ARN viral/mg) post-
infection (Figure 36C, symboles gris). Comparativement aux glandes mammaires de souris
infectées par voie systémique ou la charge virale apparait sous forme de plateau dés 3 jours
post-infection (Figure 37, gauche), la dissémination virale de ZIKV dans les glandes mammaires
suite a une infection locale se présente plutot sous I'allure d’un pic dont la charge virale
maximale (2,7.10* copies d’ARN viral/mg) est retardée a 6 jours post-infection (Figure 37,
droite). Celle-ci, supérieure a la virémie (2,1.10° copies d’ARN viral/uL de plasma), démontre
gue la charge virale observée cet organe ne peut étre expliquée par la détection de virus
circulants dans les vaisseaux sanguins mammaires. Enfin, des 3 jours post-infection et jusqu’a
13 jours post-infection, d’importantes charges virales ont été détectées dans les ganglions
lymphatiques drainant les glandes mammaires abdominales (ganglions lymphatiques
inguinaux), y compris lorsque la charge virale dans la glande mammaire a décliné entre 9 et
13 jours post-infection (Figure 38, barres noires). Alors que les profils de charges virales dans
les glandes mammaires (Figure 38, barres bleues) et les ganglions lymphatiques inguinaux
(Figure 38, barres noires) different, ces résultats suggérent que la dissémination virale de ZIKV
dans les glandes mammaires, retardée au cours d’une infection locale, résulte en une infection

du tissu mammaire.
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Figure 37. Comparaison de la cinétique de dissémination de ZIKV dans les glandes mammaires
murines en fonction de la voie d’administration

Représentation de I’évolution de la charge virale dans la circulation sanguine (courbe rouge) et dans
les glandes mammaires (courbe bleue) de souris infectées par voie systémique (voie intrapéritonéale
ou ip ; graphe de gauche) et locale (voie sous-cutanée ou sc ; graphe de droite). La charge virale est
exprimée en nombre de copies d’ARN viral/uL de plasma ou /mg de tissu
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Figure 38. Graphe représentatif de la charge virale dans la circulation sanguine et dans les organes
de souris infectées localement

Représentation de I’évolution de la charge virale dans le plasma (barres rouges), la rate (barres roses),
les glandes mammaires abdominales (barres bleues), et les ganglions lymphatiques inguinaux (barres
noires) de souris A129 femelles exposées a la souche américaine (Brésil/2016/INMI1) de ZIKV (n=5 par

temps).
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e Différents types cellulaires des glandes mammaires murines, y compris les cellules non

immunitaires et non endothéliales, sont infectées in vivo par ZIKV

Afin de vérifier que les cellules constituant le tissu mammaire sont véritablement infectées
par ZIKV au cours de l'infection, nous avons trié les différentes populations cellulaires
mammaires de souris exposées a ZIKV. Ainsi, apres perfusion intracardiaque en tampon PBS
et excision des ganglions lymphatiques, nous avons collecté les glandes mammaires
thoraciques, abdominales et inguinales de souris infectées par voie locale (sous-cutanée)
lorsque la charge virale détectée dans ce tissu est maximale (6 jours post-infection).
L'intégralité des glandes mammaires de trois souris ont été groupées, digérées de facon
enzymatique, puis les différentes populations cellulaires ont été triées par deux séparations
successives (Figure 39A). Celles-ci ont été réalisées a I'aide de billes magnétiques recouvertes
d’anticorps spécifiques des marqueurs CD45 et CD31, permettant de séparer les populations
cellulaires immunitaires (CD45%) et endothéliales (CD457/CD31*) des autres types cellulaires
mammaires (CD45/CD31).

Dans chaque fraction, la proportion des différentes populations cellulaires mammaires
(immunitaires, endothéliales, autres cellules) a été évaluée par cytométrie en flux en fonction
de I'expression des marqueurs CD45 et CD31 (Figure 39B). Avant séparation (fraction F0), les
cellules dissociées des glandes mammaires sont majoritairement composées de cellules non
immunitaires non endothéliales (55,9 + 4,4%) (Figure 39C). Suite a la séparation magnétique
de ces cellules selon le marqueur CD45, les fractions positive (F1) et négative (F2) comportent
respectivement 85,4 + 4,9% et 1,4 £ 0,7% de cellules CD45*, confirmant I’enrichissement et
I’appauvrissement en cellules immunitaires dans les fractions F1 et F2 (Figure 39C). Suite a la
séparation magnétique des cellules CD45 selon le marqueur CD31, la fraction positive (F3)
comporte 88,3 + 2,8 % de cellules CD31*, démontrant un enrichissement en cellules
endothéliales dans cette fraction. En revanche, environ 34,5 + 13% de cellules CD31* sont
également détectées dans la fraction F4. Néanmoins, celle-ci est enrichie en cellules CD45
/CD31 (64 *+ 12,7 %) correspondant aux cellules mammaires non immunitaires et non

endothéliales (Figure 39C).
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Figure 39. Controle de I'efficacité de séparation des types cellulaires mammaires

(A) Protocole général de séparation des différents types cellulaires des glandes mammaires de souris
infectées par voie locale. Brievement, a 6 jours post-infection, les glandes mammaires de trois souris
infectées ou non par ZIKV ont été collectées, broyées, et digérées de facon enzymatique. Les cellules
ont été dissociées et la suspension cellulaire filtrée pour éliminer les débris et amas cellulaires. La
suspension cellulaire initiale, avant séparation des différents types cellulaires, constitue la fraction FO.
Celle-ci a été incubée en présence d’anticorps anti-CD45 couplées a des billes magnétiques permettant
la séparation des cellules CD45" (fraction F1) et CD45 (fraction F2). Cette derniére a ensuite été
incubée en présence d’anticorps anti-CD31 couplées a des billes magnétiques permettant la séparation
des cellules CD457/CD31* (fraction F3) et CD45/CD31 (fraction F4). (B) Distinction des cellules
immunitaires (CD45* ; vert), endothéliales (CD45/CD31* ; rouge) et des cellules mammaires non
immunitaires et non endothéliales (CD45/CD31"; bleu). (€C) Quantification de la proportion de chaque
type cellulaire en utilisant des anticorps anti-CD45 et anti-CD31 au sein des différentes fractions.
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La charge virale a ensuite été mesurée dans les fractions F1, F3, et F4 afin de quantifier la
réplication virale ayant lieu au sein des cellules immunitaires, des cellules endothéliales, et
des cellules non immunitaires ni endothéliales, respectivement (Figure 40). De fagon
attendue, le génome viral de ZIKV a été détecté dans les fractions F1 et F3, correspondant
respectivement aux cellules immunitaires et endothéliales, permissives a 'infection ZIKV. De
facon intéressante, des charges virales élevées (2,0.107 copies d’ARN viral/pg d’ARN total) ont
également été détectées dans la fraction F4, population cellulaire enrichie en cellules non
immunitaires et non endothéliales CD45/CD31 (environ 64%) (Figure 40). Alors que
seulement 35% des cellules présentes dans la fraction F4 sont endothéliales, la charge virale
de celle-ci est équivalente a celle détectée dans la fraction 3 (2,2.107 copies d’ARN viral/ug
d’ARN total), comportant environ 88% de cellules endothéliales, démontrant que d’autres
cellules mammaires sont infectées par ZIKV dans la fraction F4. Ces résultats démontrent que
ZIKV est capable d’infecter des cellules non immunitaires et non endothéliales dans les
glandes mammaires murines au cours d’une infection locale. En revanche, les expériences
d’'immunofluorescence permettant de visualiser spécifiquement les différents types
cellulaires infectés au sein des glandes mammaires murines n’ont pas encore été réalisées au

moment de la rédaction de ce manuscrit.
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Figure 40. Quantification de la charge virale dans les différentes fractions cellulaires mammaires

La charge virale a été mesurée par qRT-PCR dans les fractions F1, F3 et F4, enrichies en cellules
immunitaires, en cellules endothéliales, et en cellules non immunitaires ni endothéliales,
respectivement. Graphe représentatif de deux expériences. Test statistique : two-way ANOVA aprés

transformation logarithmique. * p < 0,05 ; ** : p < 0,005 ; *** : p < 0,0005 ; **** : p < 0,0001
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e Le virus Zika (ZIKV) infecte de fagcon productive des cellules épithéliales primaires de

glandes mammaires humaines

Les cellules non immunitaires et non endothéliales constituant le tissu mammaire sont
majoritairement de types épithélial et stromal. Comme le suggere la Figure 40, celles-ci
pourraient supporter la réplication virale de ZIKV. Directement au contact des compartiments
sanguin et lactifere, les cellules épithéliales pourraient notamment jouer un réle dans
I’excrétion virale dans le lait maternel au cours de la lactation. Afin de tester cette hypothese,
nous avons exposé des cellules épithéliales primaires de glandes mammaires humaines
(hMEpiC) isolées a partir de tissus mammaires sains a trois souches différentes de ZIKV : une
souche africaine non épidémique (HD78788), une souche asiatique isolée au cours de
I’épidémie en Polynésie Frangaise en 2013-14 (H/PF13), et une souche asiatique isolée au
cours de I'épidémie en Amérique Latine en 2015-16 (Brésil/2016/INMI1). Quarante-huit
heures aprés exposition des cellules hMEpiC avec les différentes souches de ZIKV,
I'immunodétection de la protéine d’enveloppe— E(ZIKV) — au niveau périnucléaire, typique
d’une infection flavivirale, permit de confirmer la sensibilité des cellules hMEpiC a I'infection
ZIKV (Figure 41). En revanche, aucun marquage ne fut observé au sein de cellules non
exposées, confirmant la spécificité du signal observé dans les cellules infectées.

ZIKV
Non infecté Brésil/2016/INMI1 H/PF/2013 HD78788

£
p >

Figure 41. Infection des cellules épithéliales primaires de glandes mammaires humaines par ZIKV

Des cellules épithéliales primaires de glandes mammaires humaines (hMEpiC) ont été exposées a trois
souches (Brésil/2016/INMI1, H/PF13, HD78788) de ZIKV a une multiplicité d’infection de 1 et de 10.
48h post-infection, la protéine d’enveloppe E(ZIKV) a été immunodétectée a I'aide de I'anticorps 4G2
(vert). Les noyaux cellulaires ont été marqués au DAPI (bleu). Peu de cellules infectées étant visibles
au sein des monocouches cellulaires exposées a une multiplicité d’infection de 1, seules celles
exposées a une multiplicité d’infection de 10 sont montrées. Barre d’échelle : 200 um.
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Par cytométrie en flux, nous avons quantifié le nombre de cellules exprimant de fagon
significative la protéine E(ZIKV) (Figure 42A). Alors que les cellules hMEpiC sont sensibles aux
trois souches virales testées, I'efficacité d’infection est cependant variable (Figure 42B). En
effet, la souche africaine présente une efficacité d’infection significativement supérieure (taux
d’infection de 1,70 + 0,32%) a celles des souches asiatiques isolées lors des épidémies
polynésienne (taux d’infection de 1,07 + 0,23%) et américaine (taux d’infection de 0,23 *

0,06%) (Figure 42B).
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Figure 42. Quantification du nombre de cellules hMEpiC infectées par ZIKV

(A) 48h post-infection, le nombre de cellules hMEpiC infectées (multiplicité d’infection de 1) et
exprimant fortement E(ZIKV) a été quantifié par cytométrie en flux a I'aide de I'anticorps 4G2. (B)
Représentation graphique des résultats exprimés en moyenne * SD. Test statistique : one-way ANOVA.
*p<0,05;**:p<0,005; ***: p<0,0005; **** : p < 0,0001
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De méme, d’'importantes charges virales intracellulaires ont été détectées a 90h post-infection
au sein des cellules hMEpiC exposées aux différentes souches de ZIKV, démontrant une
réplication virale active (Figure 43A). Enfin, nous nous sommes demandés si I'infection limitée
des cellules hMEpiC (<2% de cellules infectées) était suffisante pour produire des particules
virales infectieuses dans le surnageant. Comme le montre la Figure 43B, le nombre de
particules infectieuses sécrétées dans le surnageant des cellules hMEpiC exposées aux trois
souches virales augmente au cours du temps (courbes rouge, verte, et bleue) par rapport aux
cellules hMEpiC non infectées (courbe noire), démontrant la permissivité des cellules
épithéliales primaires de glandes mammaires humaines a ZIKV. De fagon intéressante, la
production virale de particules infectieuses est plus importante pour les souches virales
H/PF13 et HD78788, semblant ainsi corréler avec les résultats précédents concernant le
nombre de cellules infectées et de copies d’ARN viral intracellulaire. Enfin, la production virale
de particules infectieuses par les cellules hMEpiC est également dose-dépendante (Figure

43Q).
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Figure 43. Réplication et production virales de ZIKV par les cellules hMEpiC

(A) A 90h post-infection, I’ARN intracellulaire des cellules HMEpiC exposées ou non aux différentes
souches virales de ZIKV aux multiplicités d’infection (MDI) de 1 et 10 a été extrait, et le nombre de
copies d’ARN viral a été mesuré par gRT-PCR. Ligne pointillée : limite de spécificité estimée par rapport
aux HMEpiC non infectées. (B) La production de particules virales infectieuses dans le surnageant a été
mesurée au cours du temps par titrage sur cellules Vero. (C) Effet dose-dépendant de la production
virale par les cellules hMEpiC exposées aux différentes souches de ZIKV (trait pointillé et carrés : MDI
= 1; trait plein et triangles : MDI = 10). ND : non détectable.
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e Des lignées cellulaires humaines luminales et myoépithéliales de I'épithélium mammaire

sont permissives a l'infection ZIKV

L’épithélium mammaire est bistratifié et est composé de deux couches cellulaires : une couche
interne de cellules luminales et une couche externe de cellules myoépithéliales. Etant donné
gue des cellules épithéliales primaires de glandes mammaires humaines (hMEpiC) peuvent
étre, in vitro, infectées par ZIKV de fagon productive, nous avons étudié la permissivité des
deux types cellulaires constituant I’épithélium mammaire en exposant deux lignées cellulaires
humaines de phénotype luminal (lignée MCF-7) et myoépithélial (MDA-MB-231) a ZIKV. Etant
donné que la majorité des études de cas de détection de ZIKV dans le lait maternel et/ou de
transmission de la mere a I’enfant au cours de I’allaitement maternel eurent lieu au cours de
I’épidémie de 2015-2016 en Amérique Latine 8890108109 noys avons utilisé la souche
américaine de ZIKV (Brésil/2016/INMI1) pour toutes les expériences suivantes. Quarante-huit
heures post-infection, alors qu’aucune immunodétection spécifique de la protéine
d’enveloppe de ZIKV n’a été observée dans les monocouches cellulaires non exposées, nous
avons observé un marquage périnucléaire de E(ZIKV) caractéristique d’une infection flavivirale
dans les monocouches de cellules MCF-7 et MDA-MB-231 exposées (Figure 44A), démontrant

la sensibilité des deux types cellulaires de I'épithélium mammaire humain a I'infection ZIKV.

La quantification des cellules exprimant fortement E(ZIKV) a été réalisée par cytométrie en
flux. Comparativement au taux d’infection d’environ 70% des cellules Vero, hautement
permissives a l'infection ZIKV, seules 7% et 35% de cellules MDA-MB-231 et MCF-7,
respectivement, sont infectées par ZIKV au bout de 48h (Figure 44B). Malgré ces différences
significatives de sensibilité a l'infection, le nombre de particules infectieuses dans le
surnageant des cellules MDA-MB-231 et MCF-7 augmente de fagon significative entre 2h et
48h post-infection, jusqu’a atteindre un titre viral proche de celui détecté dans le surnageant
des cellules Vero (Figure 45), démontrant que les deux types cellulaires de I'épithélium
mammaire humain constituent un systeme efficace de production virale de ZIKV.

Ainsi, les cellules luminales et myoépithéliales, permissives a I'infection ZIKV, pourraient

contribuer aux fortes charges virales détectées dans le lait maternel de femmes infectées.
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Figure 44. Sensibilité des cellules épithéliales mammaires luminales et myoépithéliales a I'infection
ZIKV

(A) Des cellules épithéliales mammaires luminales (MCF-7) et myoépithéliales (MDA-MB-231) ont été
exposées a la souche américaine (Brésil/2016/INMI1) de ZIKV a une multiplicité d’infection de 1. Les
cellules Vero, permissives a l'infections ZIKV, ont été utilisées comme controle positif. 48h post-
infection, la protéine d’enveloppe E(ZIKV) a été immunodétectée a I'aide de I'anticorps 4G2 (vert). Les
noyaux cellulaires ont été marqués au DAPI (bleu). Barre d’échelle : 200 um. (B) Quantification de
I'infection des cellules infectées (multiplicité d’infection de 1) par cytométrie en flux. Résultats
exprimés en moyenne * SD. Test statistique : one-way ANOVA. * p<0,05; ** : p< 0,005 ; *** : p <
0,0005 ; **** : p < 0,0001
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Figure 45. Production virale par les cellules épithéliales mammaires luminales et myoépithéliales
infectées

La production de particules virales infectieuses a été mesurée par titrages des surnageants sur cellules
Vero a 2h et 48h post-infection. Résultats exprimés en moyenne + SD. Test statistique : one-way
ANOVA couplé au ratio paired t-test. * p<0,05; ** : p <0,005; *** : p<0,0005 ; **** : p <0,0001
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e L’infection ZIKV des glandes mammaires murines n’entraine pas d’altération de

I’architecture mammaire macroscopique

Enfin, alors que les cellules de I'épithélium mammaire pourraient étre impliquées dans
I’excrétion virale de ZIKV dans le lait maternel ,nous nous sommes demandé si I'infection des
glandes mammaires murines adultes pouvait également étre accompagnée d’une altération
architecturale. Six jours aprés une infection locale (voie sous-cutanée), les glandes mammaires
thoraciques murines ont été collectées puis observées a la loupe binoculaire aprés coloration
de la structure épithéliale mammaire au rouge de carmin. De facon attendue, les glandes
mammaires des souris non infectées présentent une structure épithéliale canalaire qui remplit
le stroma mammaire (Figure 46). Les glandes mammaires étant non lactantes, aucune alvéole
mammaire n’est observée. A [|"échelle macroscopique, aucune altération visible de

I’architecture n’est visible dans les glandes mammaires de souris exposées a ZIKV (Figure 46).

Non infecté ZIKV

Figure 46. Effet de I'infection ZIKV sur I’architecture des glandes mammaires murines

Des souris A129 femelles adultes et nullipares ont été exposées a 6,6.10° UFF de la souche américaine
(Brésil/2016/INMI1) de ZIKV par voie sous-cutanée. Six jours post-infection, les glandes mammaires
thoraciques (paire n°3) ont été prélevées et colorées au rouge de carmin. La fleche bleue indique le
sens d’élongation des canaux a partir du mamelon, dont la position théorique est représentée par un
cercle pointillé vide. Téte de fleche blanche : morceau de tissu musculaire (muscle pectoral).
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4 )
AXE Il : TRANSMISSIBILITE DES PARTICULES INFECTIEUSES ZIKV AU

NOURRISSON PAR VOIE ORALE

— INTERACTION ZIKV ET BARRIERE INTESTINALE -

Dans cette partie, nous avons exploré les interactions entre ZIKV et la barriére intestinale

afin de considérer ou non celle-ci comme potentielle porte d’entrée de ZIKV dans I’organisme
suite a une exposition orale. Nous avons ainsi étudié la transmissibilité orale de ZIKV chez le
souriceau ainsi que la capacité de celui-ci a étre transmis de la mere a I’enfant au cours de
I’allaitement maternel. In vitro, nous avons étudié la sensibilité et la permissivité de différents
clones entérocytaires humains a l'infection ZIKV. Enfin, en utilisant un modeéle in vitro
d’épithélium intestinal humain, nous avons recherché une éventuelle production de particules

infectieuses via le pole basolatéral et analysé les effets de l'infection sur I'intégrité de la

barriére intestinale.

N /
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e Levirus Zika (ZIKV) est capable d’infecter des souriceaux par voie orale

Afin de mimer I'absorption progressive de particules virales ayant lieu au cours de
I’allaitement maternel, nous avons exposé trois portées de 4 a 5 souriceaux chacune a deux
doses successives de la souche américaine du virus Zika (1.10° UFF a I’age de 2 jours et 2.10°
UFF a I'age de 5 jours). Chaque portée est issue d’un couple reproducteur différent, la
consanguinité de ce modele animal assurant une conservation du fond génétique. La virémie

a été mesurée 3 jours apres chaque exposition orale (Figure 47).

3 portées ZIKV
= _

1.10° UFF 2.105 UFF

! !

/ e Y A .
#29 { ’,'n=4 e - = - Age (jours)

_________

#1

—_————

e ~.

1 A (=5 $ £

_________

plasma plasma

Figure 47. Expériences d’infection orale de souriceaux par ZIKV

Trois portées de 4 a 5 souriceaux A129 (portée n°1 : orange; portée n°2 : rouge ; portée n°3 : vert) ont
été exposés a la souche américaine (Brésil/2016/INMI1) de ZIKV. Deux doses successives, 1.10°et 2.10°
UFF, ont été administrées par voie orale a 2 et 5 jours apres la naissance, respectivement. Des
prélevements sanguins ont été effectués 3 jours apres chaque administration (P1 et P2).

De facon notable, les souriceaux infectés par voie orale développent une charge virale
plasmatique détectable dés 3 jours aprés la premiére exposition (6,7.10° copies d’ARN viral/uL
de plasma) et qui augmente au cours du temps (Figure 48A). Six jours aprés la premiére
exposition, celle-ci s’éléve en effet & 9,7.10° copies d’ARN viral/uL de plasma. En termes de
particules infectieuses, la virémie moyenne augmente de 3,8.10% 4 5,5.10° UFF/mL de plasma

entre 3 et 6 jours aprés la premiére exposition, respectivement (Figure 48B).

Alors que I'efficacité d’infection des souriceaux d’'une méme portée semble étre constante (la
plupart des souriceaux des portées n°1 et 2 sont sensibles, la plupart des souriceaux de la
portée n°3 sont résistants), celle-ci varie selon les portées : 5/5 souriceaux sont infectés dans
la portée n°1 (Figure 49A), 4/4 souriceaux dans la portée n°2 (Figure 49B), et 1/5 souriceau

dans la portée n°3 (Figure 49C). Ces observations suggerent un potentiel role de facteurs
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extrinseéques sur la sensibilité des souriceaux a I'infection orale, telle que I'alimentation de la

mere, la composition du lait maternel, I’état du développement des souriceaux au jour de la

parturition, etc. Globalement, nous montrons que 'infection orale par ZIKV constitue un mode

de transmission efficace résultant en un taux d’infection, bien que variable, d’environ 64%

(9/14 souriceaux).
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Figure 48. Sensibilité des souriceaux a I'infection orale par ZIKV

La charge virale plasmatique, ou virémie, a été mesurée 3 jours (P1) et 6 jours (P2) apres la premiere

exposition par gRT-PCR (A) et par titrage sur cellules Vero (B). La ligne noire pointillée représente la

limite de spécificité de la méthode. Tests statistiques

: test apparié one-way ANOVA apres

transformation logarithmique. * p < 0,05 ; ** : p < 0,005 ; *** : p < 0,0005 ; **** : p < 0,0001

A

Charge virale
(copies d’ARN viral/uL)

Virémie (UFF/mL)

)

Génome viral
(portée n°1)

= P1 —
10! = P2 =R

o ®
104 TS 108

Sz
105 2 105

oI

©
10 S 2 104
Ll el el el b ] Non infecte [ER] .
10% H H g 10%

oLy T T T T
LN LA A S
Souriceau
Particules infectieuses
(portée n°1)

108 i 108
107 107
106 m P2 3 108
10%; i 105
104 2 104
10% E 103
2. £ 402
10 £ 10

A Lok

L O T e
Souriceau

B

3,
>

C

Génome viral
(portée n°3)

Génome viral
(portée n°2)

3,
%

10°
100

Souriceau

= P1 —~ = P1
= 407
m P2 = m P2
TS 108
H
3% 10
°
£ 2 100
oo et ez Non infecté oz Non infecté
I I g 10%
102
L La L O T
Souriceau Souriceau
Particules infectieuses Particules infectieuses
(portée n°2) (portée n°3)
108
m P1 107 = P1
P2 :ET 106 B P2
i 105
2 104
2
£ 10%
2 402
£ 10
10*
|l.'n T T T T
& ® » A A

Souriceau

Figure 49. Différences de sensibilité des souriceaux par voie orale selon la portée

Détails des charges virales individuelles de chaque souriceau appartenant a la portée n°1 (A), la portée
n°2 (B), et la portée n°3 (C).
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e L’infection orale des souriceaux par ZIKV est associée a une mortalité significative

Comparativement aux souriceaux non infectés, aucun retard de croissance significatif n’est
observé chez les souriceaux infectés par ZIKV (Figure 50A). En revanche, I'infection orale est
mortelle chez 7/9 souriceaux infectés, reflétant un taux de mortalité d’environ 72% au dixieme

jour apreés la premiere exposition (Figure 50B).
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Figure 50. Symptomatologie et mortalité des souriceaux infectés par ZIKV par voie orale

(A) La masse des souriceaux exposés ou non a ZIKV par voie orale a été suivie réguliéremenr au cours
du temps, permettant la représentation et la comparaison des courbes de croissances. (B) Le taux de
survie est exprimé en pourcentage de souriceaux vivants par groupe.

Ce taux élevé de mortalité associé a I'infection orale par ZIKV nous a conduits a explorer la
dissémination du virus Zika dans I’organisme apres une infection orale. Dans une expérience
indépendante, sept souriceaux ont été exposés a la souche américaine de ZIKV en suivant le
méme protocole que précédemment. L'infection ZIKV fut confirmée dans I'intégralité de la
portée (7/7 souriceaux). De plus, celle-ci fut mortelle chez 3/7 souriceaux au bout du 5™ jour
apres la premiere exposition, confirmant la pathogénicité sévere de 'infection ZIKV par voie
orale. Le méme jour, la rate et le cerveau ont été collectés chez les 4/7 souriceaux survivants.
De facon intéressante, alors que le génome viral est détecté dans la rate, confirmant
I'infection ZIKV des souriceaux survivants, une importante charge virale est également
détectée dans le cerveau de l'intégralité des souriceaux survivants (1,5.10° copies d’ARN

viral/ug d’ARN total) (Figure 51).
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Figure 51. Neuroinvasion virale

Sept souriceaux ont été infectés par voie orale selon le méme protocole que précédemment. Cing
jours aprés la premiére administration, 3/7 souriceaux sont morts. Le méme jour, les 4/7 souriceaux
survivants ont été mis a mort afin de collecter la rate et le cerveau. La charge virale dans ces organes
a été mesurée par qRT-PCR et exprimée en nombre de copies d’ARN viral/ug d’ARN total.

Test statistique : Test t non apparié apres transformation logarithmique. * p < 0,05 ; ** : p < 0,005 ;
**%:p<0,0005; **** : p <0,0001

Bien que non suffisante, cette expérience démontre que l'infection orale par ZIKV
s’accompagne d’une neuroinvasion virale. Des expériences supplémentaires sont aujourd’hui
requises, telles que l'isolement de particules virales infectieuses et I'immunodétection de

protéines virales dans le cerveau, afin de confirmer et d’approfondir ces résultats.

e Levirus Zika peut étre transmis de la meére a I’enfant au cours de I'allaitement maternel

Alors que nous avons démontré que les souriceaux étaient sensibles a I'infection orale par
ZIKV, nous avons alors cherché a savoir si cette transmission orale pouvait avoir lieu dans le
cadre de I'allaitement maternel. Trois jours apres la naissance, trois meres lactantes ont été
exposées a la souche américaine de ZIKV par voie intra-péritonéale. Pour chaque portée, le
sang a été prélevé chez la souris mere et les souriceaux 2 jours et 6 jours apres infection de la
meére (Figure 52). Etant donné qu’une souris meére fut retrouvée morte dés 3 jours post-
infection et que les deux souris restantes ont perdu 20% de leur masse initiale a 6 jours post-

infection, I'expérience a été stoppée au 6°™¢ jour.

179



Souris mére gestante Souris mére allaitante Souris mére allaitante
infectée

Parturition 3 jours

post-partum

Masse
Virémie

portée portée

—

Figure 52. Transmission du virus Zika de la mére a I’enfant au cours de I’allaitement maternel

Trois jours post-partum, des souris A129 femelles ont été exposées a 2,8.10° UFF de la souche
américaine (Brésil/2016/INMI1) de ZIKV par voie intra-péritonéale. L’évolution de la masse a été suivie
régulierement. Des prélevements sanguins ont été effectués a 2 jours et 6 jours post-infection chez les
souris meres et les souriceaux afin de mesurer la virémie pr qRT-PCR.

De facon intéressante, nous observons un arrét de la croissance des souriceaux allaités par
des souris meres infectées (Figure 53, courbes vertes) par rapport aux souriceaux allaités par

des souris méres non infectées (Figure 53, courbe noire).
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Figure 53. Evolution de la masse des souriceaux allaités par une mére infectée par ZIKV

La masse des souriceaux allaités par une mere infectée par ZIKV (courbes vertes) ou non (courbe noire)
a été suivie régulierement au cours du temps. Le jour de l'infection est indiqué par une barre verticale
pointillée verte. Les jours de préléevements sanguins sont indiqués par des barres verticales pointillées
rouges. La fleche grise sous le graphe indique le temps apres infection.
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Concernant le statut infectieux des meéres et des souriceaux, toutes les souris méres exposées
a ZIKV développent une virémie a 2 jours post-infection, qui décline a 6 jours post-infection,
confirmant ainsi I'infection des méres allaitantes (Figure 54, symboles roses). De plus, alors
gue la charge virale des souriceaux non infectés est nulle, nous constatons que certains
souriceaux des différentes portées développent une faible virémie dés le deuxieme jour apres
infection de la mere (Figure 54, symboles verts). En effet, 3/6 souriceaux de la portée n°1, et
1/7 souriceau de la portée n°2 développent une virémie évoluant de 2,1.10° a 1,8.10* copies
d’ARN viral/pL au 2™ jour post-infection. De fagon intéressante, nous notons également que
la charge virale d’un souriceau appartenant a la portée n°1 augmente au cours du temps
(1,8.10% a 2,5.10° copies d’ARN viral/uL entre 2 jours et 6 jours post-infection de la mére,

respectivement).
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Figure 54. Infection des souriceaux par ZIKV au cours de I’allaitement maternel
La virémie a été mesurée a 2 et 6 jours apres infection de la mére chez les meres allaitantes (symboles
roses) et chez les souriceaux allaités (symboles verts).

Ces résultats sont les premiers a mettre en évidence une transmission de la mere a I'enfant
de ZIKV au cours de I'allaitement maternel chez le modele murin. Il est a noter qu’a I’heure ou
ce manuscrit est rédigé, cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois et nécessite d’étre

répétée.
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Non infecté

ZIKV

e Levirus Zika infecte des cellules entérocytaires humaines

Lors de la transmission orale de ZIKV au cours de |'allaitement, le virus doit franchir un
épithélium afin d’infecter son hote. Etant donné que I'inoculation intra-gastrique (gavage oral)
de particules virales donne lieu a une infection des souriceaux, nous avons considéré
I’épithélium intestinal, plutdét que les épithélia respiratoire et amygdalien, comme une

potentielle porte d’entrée virale.

Ainsi, nous avons dans un premier temps étudié la sensibilité et la permissivité des
entérocytes a l'infection ZIKV. Pour cela, nous avons exposé différents clones cellulaires de la
lignée Caco-2 (clone 4 et clone TC7) ainsi que la lignée HT-29 a la souche américaine de ZIKV.
De facon attendue, la glycoprotéine d’enveloppe E n’est pas détectée par
immunofluorescence au sein des cellules non exposées a ZIKV (Figure 55). En revanche, une
immunodétection de celle-ci est observée au niveau périnucléaire au sein des trois lignées
entérocytaires exposées a la souche américaine de ZIKV (Figure 55). L'intégrité des tapis

cellulaires ne semble pas étre affectée.

Caco-2/TC7 Caco-2/clone 4 HT-29

Figure 55. Infection des lignées cellulaires « enterocyte-like » par ZIKV

Des cellules des lignées entérocytaires Caco-2 (clone TC7, clone 4) et HT-29 ont été exposées a la
souche américaine (Brésil/2016/INMI1) de ZIKV a une multiplicité d’infection de 1. 48h post-infection,
la protéine d’enveloppe E(ZIKV) a été immunodétectée a I'aide de I’anticorps 4G2 (vert). Les noyaux
cellulaires ont été marqués au DAPI (bleu). Barre d’échelle : 200 pum.
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ZIKV

Nous avons confirmé ces résultats avec une seconde souche virale (H/PF13) (Figure 56A). De
fagon intéressante, nous observons que I'infection des cellules Caco-2/TC7 a une multiplicité
d’infection moindre se caractérise par la présence de foyers d’infection plutot que de cellules
infectées isolées, permettant d’émettre I’hypothese de I'existence d’une propagation virale
directe d’une cellule infectée aux cellules adjacentes (Figure 56A). Au bout de 48h, la
quantification du nombre de cellules Caco-2/TC7 infectées a une multiplicité d’infection de 1
révele un taux d’infection d’environ 30%, confirmant ainsi I'importante sensibilité des

entérocytes a l'infection ZIKV (Figure 56B et 56C).
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Figure 56. Quantification du nombre de cellules Caco-2/TC7 infectées par ZIKV

Des cellules de la lignée entérocytaire humaine Caco-2/TC7 ont été exposées a une souche asiatique
(H/PF13) de ZIKV a des multiplicités d’infection (MDI) de 0,1 et de 1 pendant 48h. (A) L'infection des
cellules a été visualisée par immunofluorescence comme précédemment; Fléches blances : foyers
d’infection. Barre d’échelle : 400 um. (B) Le nombre de cellules Caco-2/TC7 exprimant fortement
E(ZIKV) a été quantifié par cytométrie en flux a I'aide de I’anticorps 4G2. (C) Représentation graphique
des résultats d’une expérience représentative de trois expériences indépendantes.
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Enfin, le titre viral dans le surnageant des trois lignées infectées par ZIKV a été déterminé par
titrage sur cellules Vero au cours du temps. Celui-ci augmente de facon significative dans le
surnageant de toutes les lignées enterocytaires. Entre 2h et 48h post-infection, celui-ci
augmente en effet de 1,3.10% UFF/mL a 3,3.10° UFF/mL dans le surnageant des cellules Caco-
2/TC7, de 1,5.102 UFF/mL a 3,2.10° UFF/mL dans le surnageant des cellules Caco-2/clone 4, et
de 1,1.10%> UFF/mL a 6,3.10° UFF/mL dans le surnageant des cellules HT-29 (Figure 57),
démontrant que l'infection de cellules enterocyte-like par ZIKV conduit a une production

importante de particules virales infectieuses.
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Figure 57 Production virale par les cellules « enterocyte-like » infectées par ZIKV

Titre viral (UFF/mL)

La production de particules virales infectieuses a été mesurée par titrages des surnageants sur cellules
Vero a 2h et 48h post-infection. Résultats exprimés en moyenne + SD. Test statistique : two-way
ANOVA. * p<0,05; ** : p< 0,005 ; *** : p< 0,0005 ; **** : p<0,0001

e Le virus Zika infecte et franchit un modeéle in vitro d’épithélium intestinal sans altérer sa

fonction de barriere

Etant donné que les cellules de la lignée entérocytaire humaine Caco-2 semblent sensibles a
I'infection ZIKV et que cette derniere est accompagnée d’une production virale, nous nous
sommes demandés si celle-ci pouvait avoir lieu par le pdle basolatéral, contribuant ainsi a un
franchissement de la barriére intestinale par ZIKV. Afin de répondre a cette question, nous
avons congu un modele in vitro d’épithélium intestinal en ensemengant des cellules Caco-
2/TC7 sur des membranes semi-perméables (porosité de 3um) disposées au sein de filtres

Transwell®,
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Figure 58. Caractérisation structurale et fonctionnelle du modéle in vitro d’épithélium intestinal

(A) La résistance électrique transépithéliale (TEER) des monocouches de cellules Caco-2/TC7 a été
mesurée au cours du temps et exprimée en Q.cm?. (B) L’architecture des monocouches cellulaires
Caco-2/TC7 différenciées et polarisées a été observée par microscopie électronique a transmission.
Les microvillosités et les jonctions serrées sont indiquées par des fleches noires et rouges,
respectivement. AP : pOle apical; BL : pole basolatéral. (C) Les jonctions serrées ont également été
visualisées par immunodétection de la protéine adaptatrice zonula occludens — 1 (Z0-1, rouge). Barre
d’échelle : 200 um. (D) La fonction de barriére du modele a été vérifiée en mesurant la perméabilité
paracellulaire au dextran (4 kDa). Aprés ajout d’une solution de dextran (4 kDa) couplé au FITC dans le
compartiment apical, la fluorescence basolatérale est mesurée au cours du temps. La perméabilité P
est directement proportionnelle a la pente de la droite modélisant cette augmentation de
fluorescence, et exprimée en cm.min. La perméabilité du filtre seul (gris) est utilisée comme contrdle
de perméabilité.
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Au bout de 14 a 21 jours de culture, celles-ci proliferent, se différencient, et se polarisent, afin
de former une monocouche cellulaire confluente et imperméable, délimitant un
compartiment apical (correspondant au lumen intestinal) d’'un compartiment basolatéral
(correspondant a la lamina propria) (Figure 34).Dans ce modele, la prolifération cellulaire est
observée en mesurant la résistance électrique transépithéliale (TEER) de la monocouche tous
les 2 a 3 jours. Alors que la TEER des membranes semi-perméables seules est d’environ 100
Q.cm?, celle-ci augmente au cours du temps en présence de cellules Caco-2/TC7, mettant en
évidence la prolifération cellulaire (Figure 58A). La TEER des monocouches Caco-2/TC7 atteint,
dés le 14®™ jour, un plateau a 250-300 Q.cm?. A ce stade, les cellules Caco-2/TC7 sont
différenciées en cellules enterocyte-like, comme I'atteste la présence de microvillosités et de
jonctions serrées au pole apical (Figure 58B et 58C).

D’un point de vue fonctionnel, I'imperméabilité de ces monocouches est confirmée en
incubant celles-ci avec une solution de dextran (4kDa) couplé a un fluorochrome (FITC). En
mesurant I'intensité de fluorescence dans le compartiment basolatéral au cours du temps,
I’augmentation de celle-ci est associée a une perméabilité paracellulaire (Figure 58D). Des
valeurs de perméabilité inférieures a 10> cm.min™ signifient que la monocouche de cellules

Caco-2/TC7 est imperméable.

Afin d’étudier les interactions entre ZIKV et la barriére intestinale, nous avons exposé plusieurs
monocouches différenciées, polarisées et imperméables de cellules Caco-2/TC7 a différentes
doses de la souche américaine de ZIKV. En controle positif d’altération de la perméabilité
épithéliale, un groupe de monocouches a également été traité a I'EDTA, chélateur de cations
et déstabilisateur des jonctions serrées. L'état de celles-ci a été suivi pendant 4 jours,

correspondant a la durée de vie moyenne d’un entérocyte au sein de I’épithélium intestinal.
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Mesure de la TEER. Comparativement aux monocouches non exposées (Figure 59A, ligne
noire), la TEER des monocouches exposées a ZIKV évoluent d’une facon similaire, et de facon
indépendante de la dose inoculée (Figure 59A, lignes jaune, orange, rouge), suggérant que
I’exposition de monocouches épithéliales intestinales a ZIKV n’entraine pas d’altération
majeure. En contrdle positif d’altération de la monocouche, le traitement EDTA, qui entraine
une déstabilisation des jonctions serrées, provoque une chute drastique de la TEER des les
premiéres heures de traitement (Figure 59A, ligne verte), démontrant le lien entre la TEER et

I'intégrité des jonctions serrées.

Mesure de la perméabilité paracellulaire. Le maintien de la fonction de barriere des
monocouches exposées ou non a ZIKV a également été évalué. De facon intéressante, aucun
effet significatif de variation de la perméabilité paracellulaire au dextran (4 kDa) n’a lieu dans
les monocouches exposées ou non a ZIKV, quelle que soit la quantité de particules virales
ajoutée au pole apical (Figure 59B). En revanche, et de fagon cohérente avec la chute de la
TEER, la perméabilité paracellulaire des monocouches de cellules Caco-2/TC7 traitées a 'EDTA
est accrue d’un facteur 1000 (Figure 59B). Ainsi, l'infection ZIKV d’un modéle in vitro

d’épithélium intestinal n’entraine pas d’altération de sa fonction de barriere.
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Figure 59. Effet de I'infection ZIKV sur la perméabilité du modeéle in vitro d’épithélium intestinal

Au bout de 21 a 28 jours de culture, des monocouches de cellules Caco-2/TC7 ont été exposées ou non
a différentes doses (10%, 10° 10° UFF) de la souche américaine (Brésil/2016/INMI1) de ZIKV. En
controle positif d’altération de la barriére intestinale, des monocouches ont été traitées avec 12,5mM
d’EDTA. L’altération de la barriere intestinale a été évaluée pendant 90 heures en mesurant (A) la
résistance électrique transépithéliale (TEER) et (B) la perméabilité paracellulaire au dextran (4 kDa).
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Intégrité des jonctions serrées. Enfin, l'intégrité des jonctions serrées au sein des
monocouches cellulaires exposées ou non aux différentes doses de ZIKV a également été
vérifiée par immunodétection de la protéine adaptatrice des jonctions serrées ZO-1. Dans les
monocouches de cellules Caco-2/TC7 non infectées, la protéine ZO-1 est localisée au niveau
de la membrane cytoplasmique et délimite le pourtour des cellules. L'aspect en « nid
d’abeille » du marquage Z0O-1 caractérise ainsi un tapis cellulaire confluent aux jonctions
serrées intactes (Figure 60). Lorsque celles-ci sont déstabilisées, suite a un traitement par
I’EDTA, la protéine ZO-1 est délocalisée et diffuse dans le cytoplasme (Figure 60). De fagon
cohérente avec le maintien de la TEER et de la perméabilité paracellulaire, I’exposition des
monocouches a différentes doses de ZIKV n’entraine pas de diffusion cytosolique de ZO-1,
dont la localisation subcellulaire est restreinte au pourtour cellulaire (Figure 60). Ainsi,
I'immunodétection de celle-ci en « nid d’abeille » confirme que l'infection ZIKV des cellules

enterocyte-like n’altére pas l'intégrité des jonctions serrées de I'épithélium intestinal.

-

Figure 60. Effet de I'infection ZIKV sur le maintien des jonctions serrées

L'intégrité des jonctions serrées au sein des monocouches non exposées, exposées a différentes doses
de ZIKV, ou traitées a I'EDTA a été vérifiée par immunomarquage de la protéine adaptatrice des
jonctions serrées Z0-1 (vert). Barre d’échelle : 200 um.
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Charge virale
(copies d’ARN viral/mL)

Franchissement de I’épithélium. Etant donné que l'infection ZIKV des monocouches de
cellules Caco-2/TC7 n’entraine pas d’altération de leur fonction de barriére et que celles-ci
sont permissives a l'infection ZIKV, nous nous sommes demandés si la production virale
pouvait avoir lieu via le poOle basolatéral. Par qRT-PCR, la charge virale dans chaque
compartiment (apical et basolatéral) des monocouches infectées imperméables a été
mesurée au cours du temps (48h et 90h post-infection) (Figure 61A). Dans les deux
compartiments, celle-ci augmente de 1 a 2 log entre 48h et 90h post-infection, démontrant
une production virale par les deux poles cellulaires. En comparant les charges virales des
surnageants des monocouches exposées a différentes doses de ZIKV, nous observons
également un effet dose-dépendant de cette production virale (Figure 61A). De facon
intéressante, nous observons également, bien que non systématique, une production de
particules infectieuses dans le surnageant basolatéral entre 48h et 90h post-infection. Alors
que celle-ci est comprise entre 0 et 5,2.10° UFF/mL a 48h post-infection, celle-ci s’éléve

ensuite a environ 2,3.10° UFF/mL a 90h post-infection (Figure 61B).
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Figure 61. Franchissement d’un modéle in vitro d’épithélium intestinal par ZIKV

Les surnageants des compartiments apicaux et basolatéraux des monocouches Caco-2/TC7
imperméables et exposées ou non a différentes doses de ZIKV ont été prélevés a 48h et 90h post-
infection. La charge virale a été mesurée par gRT-PCR (A) et par titrage sur cellules Vero (B). Ligne
pointillée noire : limite de spécificité de la méthode, estimée a partir des surnageants des
monocouches non infectées.

Pour conclure, ces résultats démontrent que ZIKV est capable d’infecter un modele in vitro
d’épithélium intestinal humain de fagon productive sans altérer sa fonction de barriere. La
production virale, bien que majoritairement assurée par le pdle apical, résulte également en
un relarguage de particules infectieuses par le pole basolatéral, pouvant contribuer a un

potentiel franchissement de la barriere intestinale lors d’une infection par voie orale.
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DISCUSSION



e AXEI:ORIGINE DES PARTICULES INFECTIEUSES DANS LE LAIT MATERNEL

DurantI’épidémie en Amérique Latine en 2015-2016, la présence de ZIKV a été rapportée dans
le lait maternel de femmes infectées. De fortes charges virales (génome viral) ont été
détectées dans le lait maternel et associées a la présence de particules infectieuses. En
revanche, l'origine de ces particules infectieuses dans le lait maternel reste, a ce jour,
inconnue. De facon intéressante, la détection de ZIKV dans le lait maternel plus de 33 jours
apres |'apparition des symptémes lorsque la virémie était nulle, suggére un potentiel role de

réservoir viral de la glande mammaire.

Dans le contexte d'une infection in vivo (modéles simien et murin), la dissémination de ZIKV
dans de nombreux organes a bien été décrite (rate, foie, reins, testicules, cerveau, moelle
épiniére, placenta,...)'*>322, En revanche, la dissémination virale au sein du tissu mammaire
est restée longtemps inexplorée. Récemment, une étude a démontré la dissémination et la
réplication de ZIKV dans les glandes mammaires en lactation de souris AG129 suite a une
infection systémique!?®. Dans notre étude, nous avons confirmé que ZIKV était également
capable de se propager, des 3 jours post-infection, dans les glandes mammaires non lactantes
de souris montrant une immunodépression moindre (modeéle A129). Cependant, la charge
virale détectée dans les glandes mammaires non lactantes de ces souris est inférieure a la
charge virale moyenne détectée dans les glandes mammaires lactantes de souris AG129
(environ 1 log de différence)'?®. De facon importante, la perfusion intracardiaque des souris
avec un tampon PBS avant la collecte d’organes a permis d’éliminer toute potentielle
contamination des échantillons de tissus mammaires avec des particules virales circulantes,
et la séparation des glandes mammaires et des ganglions lymphatiques inguinaux, riches en
cellules cibles de ZIKV, a permis, dans notre travail, de confirmer I'infection du tissu mammaire
par ZIKV au cours de I'infection aigué.

Alors que ZIKV est principalement transmis par voie vectorielle, nous avons ensuite étudié le
processus de dissémination virale dans les glandes mammaires suite a une infection locale
(voie sous-cutanée). Comparativement aux souris infectées par voie systémique, nous avons
montré que la dissémination de ZIKV dans les glandes mammaires suite a une infection locale
était retardée a 6 jours post-infection et ressemblait davantage a un pic. La cinétique de

dissémination de ZIKV dans les glandes mammaires pourrait ainsi étre liée a la voie
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d’exposition. La transmission sexuelle de ZIKV ayant été bien documentée, il serait intéressant
d’étudier le processus de dissémination virale dans les glandes mammaires murines suite a
une administration intra-vaginale ou a un rapport sexuel avec des males infectés. L'infection
ZIKV des glandes mammaires adultes et non lactantes n’est associée a aucune altération
morphologique détectable selon nos critéres d’analyse. Une étude supplémentaire devrait
étre entreprise afin d’explorer d’éventuels effets de I'infection ZIKV lorsque celle-ci a lieu au
cours du développement (puberté) ou de la différenciation lobulo-alvéolaire (gestation,
lactation) des glandes mammaires. De plus, alors que le lien entre l'infection ZIKV et
I"apparition de microcéphalies a été confirmé in vitro en infectant des organoides de

155

cerveau>, la culture tridimensionnelle de cellules épithéliales mammaires sous forme de

mammospheéres323

pourrait apporter des éléments de réponse complémentaires concernant
les effets de I'infection ZIKV sur I'organisation de la structure épithéliale mammaire. Enfin,
d’un point de vue fonctionnel, I'étude in vivo du métabolisme (transcriptomique des voies de
signalisation et des genes impliqués dans la biosynthése et la sécrétion du lait) ainsi que du
fonctionnement (analyses quantitatives et qualitatives du lait maternel, test d’éjection par

I’ocytocine) des glandes mammaires lactantes suite a linfection ZIKV serait également

intéressante.

Les glandes mammaires sont des organes dynamiques subissant d'importants remodelages
architecturaux et métaboliques en fonction de leur statut (puberté, gestation, lactation,
involution) . Par conséquent, la dissémination, la réplication et la clairance de ZIKV dans les
glandes mammaires peuvent également varier en fonction du statut de cet organe.

Alors que la charge virale de ZIKV est temporaire dans les glandes mammaires non lactantes,
Regla-Nava et ses collegues ont détecté d’'importantes charges virales de ZIKV dans les glandes
mammaires murines en lactation dés 5 jours post-infection et jusqu'a au moins 11 jours post-
infection, suggérant un potentiel effet de la lactation sur |’excrétion virale de ZIKV dans le lait
maternel. En effet, 'labondance et la prolifération des cellules épithéliales mammaires au
cours de la lactation pourraient contribuer au réle de réservoir actif et permanent des glandes

mammaires lactantes!’3.

De plus, des modifications phénotypiques induites par la
différenciation cellulaire survenant pendant la phase de lactation pourraient permettre aux
cellules épithéliales luminales alvéolaires d'étre plus sensibles a l'infection par ZIKV. Alors que

nous avons relevé une charge virale importante dans les cellules non immunitaires et non
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endothéliales des glandes mammaires de souris A129 infectées, I'hypothése de l'infection des
cellules épithéliales par ZIKV et leur contribution dans I’excrétion virale dans le lait maternel
est ainsi renforcée. Cependant, la vérification de I'enrichissement en cellules épithéliales
mammaires CD24"* dans la fraction de cellules non immunitaires et non endothéliales n’avait
pas pu étre réalisée dans notre étude. Néanmoins, nous avons pour la premiere fois montré
que des cellules épithéliales mammaires humaines primaires pouvaient étre infectées par
ZIKV in vitro, résultant en une production virale importante au cours du temps. Délimitant les
compartiments sanguin et lactifere, I’épithélium mammaire est constitué de deux couches
cellulaires : une couche interne composée de cellules luminales qui produisent et sécrétent le
lait maternel dans le lumen alvéolaire, et une couche externe composée de cellules
myoépithéliales qui se contractent afin d’éjecter le lait maternel néosynthétisé vers le
mamelon. En utilisant des lignées humaines de cellules épithéliales mammaires luminales
(MCF-7) et myoépithéliales (MDA-MB-231), nous avons également constaté que ces deux
types cellulaires étaient sensibles et permissifs a l'infection ZIKV, avec des efficacités
d’infection différentes (35% de cellules luminales et 7% de cellules myoépithéliales).
Néanmoins, le nombre limité de cellules luminales et myoépithéliales infectées était suffisant
pour produire et sécréter, de fagon non significativement différente, d’'importantes quantités
de particules infectieuses a des titres viraux comparables a ceux des cellules Vero, hautement
permissives a I'infection ZIKV. Ces résultats démontrent ainsi la capacité élevée des cellules
épithéliales mammaires a assurer une production virale efficace. Alors que la différenciation
et I'activation sécrétoires ayant lieu au cours de la gestation et de la lactation entrainent la
différenciation des cellules luminales en cellules alvéolaires productrices et sécrétrices de lait
maternel, I'effet du contexte hormonal (oestrogénes, progestérone, prolactine) sur la

permissivité in vitro des cellules luminales MCF-7 devrait également étre explorée.

Les cellules luminales alvéolaires sont spécialisées dans la sécrétion de différentes molécules
(protéines, lipides, lactose,...), ce qui contribue a la richesse et a la diversité des différents
constituants du lait maternel. L’exploitation des divers mécanismes de sécrétion (exocytose,
sécrétion apocrine, transcytose) activées au sein des cellules luminales alvéolaires pourrait
étre optimale pour I’excrétion de nombreuses particules virales dans le lait maternel. Plusieurs
modeles hypothétiques peuvent étre proposés quant aux mécanismes d’excrétion de ZIKV

dans le lait maternel.
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D’une part, le fait que les cellules myoépithéliales basales soient également permissives a
I'infection par ZIKV laisse supposer une excrétion virale dans le lait maternel suite a I'infection
successive des cellules myoépithéliales puis luminales. In vivo, Regla-Nava et collegues ont
observé que les cellules myoépithéliales étaient infectées par ZIKV suite a une infection
systémique de souris AG129%%, En revanche, leur capacité a produire des particules virales
infectieuses n’a pas été testée. D’autre part, nous ne pouvons pas exclure que des cellules
immunitaires circulantes et infectées par ZIKV puissent, lors de leur transmigration de la
circulation sanguine au lait maternel, contribuer a I’entrée de ZIKV dans le compartiment
lactiféere (mécanisme de « cheval de Troie »). Néanmoins, le génome viral de ZIKV a été
détecté dans le lait maternel d'une femme allaitante 33 jours apres l|'apparition des
symptémes et en |'absence de virémie®®, suggérant I'existence d'un réservoir au sein de la
glande mammaire. Par conséquent, nous proposons une troisieme hypothéese dans laquelle la
transmigration de cellules immunitaires infectées a travers ['épithélium mammaire
participerait a I'entrée de ZIKV dans le compartiment lactifere au moment ou le patient est
virémique, suivie d’une infection de novo des cellules épithéliales luminales dans le
compartiment alvéolaire, servant de réservoir dans la glande mammaire tant que I'état de
lactation est maintenu. Afin de vérifier cette hypothese, des expériences de transmigration de
monocytes infectés ou non par ZIKV a travers un modele in vitro d’épithélium mammaire
cultivé sur filtre Transwell® pourraient permettre d’apporter des éléments de réponse quant
a I'existence potentielle de ce mécanisme de franchissement. De plus, I'étude de l'infiltration
de cellules immunitaires (infectées ou non par ZIKV) au sein de glandes mammaires couplée a
des expériences d'immunomarquage (immunofluorescence, immunohistochimie) permettant
de visualiser in situ le tropisme cellulaire de ZIKV au sein des glandes mammaires murines
semblent nécessaires pour confirmer le potentiel role des cellules immunitaires,
myoépithéliales et luminales dans I’excrétion de ZIKV dans le lait maternel.

A ce jour, la nature de I’entité infectieuse de ZIKV dans le lait maternel reste indéterminée.
Alors que des particules infectieuses pourraient étre produites par les cellules épithéliales
mammaires, celles-ci pourraient également étre sécrétées au sein de vésicules
extracellulaires, permettant leur stabilisation et leur transport le long du tractus gastro-
intestinal du nourrisson. Enfin, des cellules infectées par ZIKV pourraient constituer un

troisieme type d’entité infectieuse de ZIKV dans le lait maternel.
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e AXE Il : TRANSMISSIBILITE DES PARTICULES INFECTIEUSES AU NOUVEAU-NE PAR

VOIE ORALE

La présence de particules virales dans le lait maternel nous aamené a nous demander si celles-
ci pouvaient étre transmises de la mere a I'enfant au cours de I'allaitement maternel. La
transmission orale de ZIKV a déja été démontrée chez un modéle simien!!?113, En 2017,
Newman CM et ses collégues ont en effet démontré que des macaques rhésus étaient
sensibles a I'infection ZIKV suite a une inoculation virale directe au contact des amygdales!?2.
Au cours de la méme année, la transmissibilité de ZIKV par voie intragastrique a été confirmée
chez des macaques cynomolgus!®. A I’heure actuelle, I'infection orale d’'un modéle animal au
stade nouveau-né n’a jamais été recherchée. Ainsi, dans la deuxieme partie de notre étude,
nous avons utilisé un modéle murin bien établi (modéle A129) pour étudier la sensibilité des
souriceaux a I'infection ZIKV par voie orale. Ce modele, bien que déficient pour les récepteurs
aux interférons de type |, constitue un modeéle animal relevant pour I’étude de I'infection ZIKV
et récapitule la physiopathologie de I'infection ZIKV observée chez I’'Homme (dissémination
multi-viscérale, persistance virale dans le cerveau et les testicules, excrétion virale dans de
nombreux fluides biologiques, transmissions sexuelle et transplacentaire, microcéphalies,
recherche en vaccinologie...). Pour la premiéere fois, nous avons constaté que ZIKV était
capable d'infecter des souriceaux A129 agés de 2 jours (64% des souriceaux) par voie orale
avec une mortalité associée élevée (72% des souriceaux infectés). Bien que les causes de
mortalité restent inconnues, un désordre neurologique peut étre avancé, en conjonction avec
d’autres désordres viro-induits. En effet, le génome viral a été détecté dans le cerveau de
souriceaux infectés par ZIKV, suggérant une réplication virale dans cet organe. D’apres la
littérature, ZIKV est capable de franchir la barriere hémato-encéphalique de souriceaux,
résultant en une neuroinvasion et une neurovirulence virales*?*. Ici, nous démontrons que
I'infection orale par ZIKV conduit également a une neuroinvasion virale. Alors que jusqu’a
4,8.10° UFF/mL ont été détectées dans le plasma de souriceaux infectés par voie orale, la
neuroinvasion ayant lieu suite a une infection orale pourrait impliquer le franchissement de
la barriere hémato-encéphalique, mais des études supplémentaires sont a ce jour nécessaires
pour caractériser la neuroinvasion, le neurotropisme, et la neurovirulence potentielle de ZIKV
suite a une infection par voie orale. Pour la premiere fois, nous avons reconstitué la

transmission mére-enfant de ZIKV au cours de I'allaitement maternel chez le modeéle murin
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(modeéle A129). En infectant des souris meres lactantes 3 jours aprés la parturition, nous avons
constaté que 24% des souriceaux (4/17 souriceaux allaités par une meére infectée par ZIKV),
développaient une infection dés le 2¢™¢ jour. Alors que ZIKV est excrété dans le lait maternel

de souris infectées2®

et que le lait maternel humain n’exerce pas, sur le court terme, d’effet
inhibiteur de I'infectiosité de ZIKV!1911! |3 transmission de ZIKV de la mére au souriceau aurait
pu étre effectuée par ingestion de lait contaminé. Néanmoins, cette expérience doit étre
répétée plusieurs fois avant de conclure sur la transmissibilité de ZIKV par allaitement

maternel.

Suite a une ingestion de particules infectieuses ZIKV, plusieurs sites du tractus gastro-
intestinal pourraient jouer un réle de porte d’entrée virale. Les amygdales, premiers sites
lymphoides au contact du contenu buccal (ex : lait maternel), ont pour fonction de capturer
divers antigenes provenant de I’environnement extérieur et peuvent, dans certains cas,
constituer une porte d’entrée virale. Comme démontré par Newman CM et ses collégues,
celles-ci pourraient constituer une porte d’entrée de ZIKV chez son hote au cours d’une

exposition orale!!?,

La démonstration de la susceptibilité de macaques cynomolgus a
I'infection ZIKV suite a une inoculation intra-gastrique suggere que d’autres sites, telles que la
barriére intestinale, pourraient également jouer un réle de porte d’entrée virale de ZIKV13,
En effet, bien que ZIKV se soit récemment révélé transmissible par voie intra-anale a travers

la muqueuse ano-rectale!??

, aucune étude n'a exploré le rble de l'intestin gréle dans le
contexte d'une exposition par voie orale. En particulier, il est bien connu que plusieurs virus
transmis par voie orale pénetrent dans I’"hGte en traversant I'épithélium intestinal, soit par
infection des entérocytes (Rotavirus32®) ou par transcytose via les entérocytes ou les cellules
M (HTLV-1244, VIH?3°310 pPoliovirus3®, Norovirus3?°). Dans le cadre de la transmission orale de
ZIKV, nous nous sommes ainsi demandé si ZIKV pouvait utiliser I'une de ces stratégies pour

infecter I’h6te. Comme démontré par Chan et collégues?®3

, nous avons confirmé que plusieurs
lignées cellulaires entérocytaires humaines étaient permissives a l'infection par ZIKV. La
sensibilité et la permissivité d’autres cellules épithéliales intestinales n’a, a ce jour, pas été
documentée.

Avant ce travail, les interactions entre ZIKV et la barriere intestinale n'avaient jamais été

étudiées. De facon intéressante, nous avons montré que I'addition de différentes charges

infectieuses sur le pole apical de monocouches de cellules Caco-2/TC7 différenciées entrainait
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une production de particules virales infectieuses par les pdles apical et basolatéral des 48h
post-infection. De plus, cette infection n’est accompagnée d’aucune altération notable de
I'intégrité des jonctions serrées et de la perméabilité des monocouches, démontrant que ZIKV
est capable d’infecter et de franchir un modele in vitro d’épithélium intestinal sans altérer sa
fonction de barriére. Alors que I'étude de la production cytokinique n’a pas été entreprise
dans ce travail, il serait également intéressant d’étudier I'effet de la présence de cellules
infectées par ZIKV sur I'intégrité de I’épithélium intestinal. En effet, alors que ZIKV est capable
de franchir un modele in vitro de barriere hémato-testiculaire sans altérer sa fonction de
barriere, la présence de surnageant de macrophages infectés, contenant divers médiateurs
cytokiniques inflammatoires, entraine une disruption de celle-ci. Ainsi, la présence de cellules
infectées et de médiateurs inflammatoires au niveau des poles apical et basolatéral de
I’épithélium intestinal pourrait induire une augmentation de la perméabilité paracellulaire,
facilitant le franchissement de I’épithélium par de nombreux virions.

D’un point de vue mécanistique, la transcytose de particules virales infectieuses a travers la
I’épithélium intestinal a déja été mise en évidence pour certains virus (HTLV-1244, VIH239310,
Poliovirus3®, Norovirus32), et celle-ci pourrait également faciliter le franchissement de la
barriere intestinale par ZIKV. Néanmoins, la quantité importante de particules virales
détectées et quantifiées dans le compartiment basolatéral de monocouches de cellules Caco-
2/TC7 infectées semble renforcer I’hypothése d’un relargage basolatéral par production
virale. Des expériences d’inhibition physico-chimique du processus de transcytose (diminution
de la température a 4°C, drogues et autres inhibiteurs spécifiques...) ainsi que I'observation
de particules virales au sein des monocouches cellulaires infectées (microscopie électronique
a transmission) devraient permettre de conclure sur le mécanisme exact de franchissement.
De plus, alors que la transmission intercellulaire de ZIKV n’a, pour I’heure, jamais été observée,
celle-ci pourrait également avoir lieu au niveau des contacts intercellulaires entre
d’éventuelles cellules infectées présentes dans le lait maternel et les cellules épithéliales
intestinales. Enfin, I'efficacité du franchissement de I’épithélium intestinal par ZIKV pourrait
également étre modulée par de nombreux facteurs, tels que les IgA sécrétoires, le mucus, les
peptides antimicrobiens, ou encore le microbiote intestinal. Une étude plus approfondie
portant sur les interactions entre ZIKV et les différents acteurs de la barriere intestinale ainsi

qgue les mécanismes de franchissement de I'épithélium s’avere ainsi nécessaire.
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Suite au franchissement de [I’épithélium intestinal, nous supposons que [linfection
subséquente des cellules immunitaires résidentes de la lamina propria (cellules cibles
naturelles de l'infection ZIKV) pourrait permettre a ZIKV de se propager dans I'organisme de
I’hote. De fagon intéressante, il a été démontré chez le modele murin que suite a une
administration intra-anale, le virus rabique était capable de gagner les fibres nerveuses de la

muqueuse intestinale via l'infection des cellules entéroendocrines?®®

, lides au systeme
nerveux entérique par des neuropodes. Ainsi, l'infection des cellules entéroendocrines de
I’épithélium intestinal par ZIKV au cours de I'infection orale pourrait également jouer un réle
dans I’entrée virale de ZIKV chez I’h6te, et plus particulierement dans les systemes nerveux
entérique et central.

Enfin, il a été démontré que I'exposition de souris A129, de cochons d’Inde Hartley et de
macaques cynomolgus a ZIKV par voie intra-nasale conduisait a une infection systémique?!3,
De plus, Vielle et collegues ont démontré que ZIKV était capable, bien que modestement, de
franchir un modele in vitro d’épithélium pulmonairel®®, Ainsi, I’entrée virale de ZIKV chez le
nourrisson au cours de [I'allaitement maternel pourrait également impliquer un

franchissement de I’épithélium respiratoire, celui-ci étant également en contact avec le lait

maternel au cours de I'allaitement maternel (« fausses routes »).

A I'heure actuelle, la recommandation officielle de I'Organisation mondiale de la santé (OMS)
affirme que «les avantages de |'allaitement pour le nourrisson et la mére I'emportent sur les
risques potentiels de transmission de ZIKV par le lait maternel»3?¢, En effet, seules quelques
études ont rapporté la présence de particules infectieuses et/ou de génome viral de ZIKV dans
le lait maternel. Cependant, en raison du profil clinique asymptomatique ou non spécifique
de la plupart des infections a ZIKV, les sous-diagnostics peuvent conduire a une sous-
estimation de la prévalence réelle de ZIKV dans les populations humaines. A fortiori,
I'excrétion virale de ZIKV dans les fluides biologiques humains n'a pas été systématiquement
recherchée. Réunies, ces conditions ne permettent pas, a I'heure actuelle, de reconnaitre
I'allaitement maternel comme voie de transmission potentielle de ZIKV. Plusieurs approches
épidémiologiques et expérimentales sont ainsi nécessaires pour apporter les éléments de
preuve nécessaires a I’affirmation de son existence. D’un point de vue épidémiologique, la
recherche systématique du génome viral et/ou de particules infectieuses dans le lait maternel

de femmes allaitantes infectées devrait étre effectuée, ainsi que le diagnostic des nourrissons
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allaités par une femme infectée. L'infection de ces nouveau-nés par le lait maternel est
cependant difficile a prouver formellement étant donné I'abondance du vecteur en zones et
situations endémique et épidémique. Ainsi, une preuve de concept expérimentale de la
transmission de la meére a I'enfant de ZIKV au cours de l'allaitement maternel s’avere
indispensable et étre effectué chez plusieurs modeles animaux sensibles a I'infection ZIKV
(souris, cochons d’Inde, singes). Enfin, la démonstration de I’apparition de syndromes
neurologiques liés a Zika suite a une exposition orale (clinique ou expérimentale) permettrait
également de sensibiliser les populations a I’allaitement maternel dans le contexte d’infection
par ZIKV. Cette these défend I’existence de la transmission mere-enfant de ZIKV au cours de
I"allaitement maternel grace a plusieurs approches expérimentales. A I’"heure ou ce manuscrit
de thése est rédigé, les travaux présentés dans celui-ci ont été soumis a publication.

Enfin, et quoi qu’il en soit, ZIKV est un virus a ARN. Par conséquent, celui-ci évolue rapidement
et est, de fagcon perpétuelle, soumis a adaptation. A titre d'exemple, une mutation de
substitution au sein de la protéine non structurale NS1, survenue au début des années 2010,
a favorisé la subversion de la réponse interféron par ZIKV ainsi que I'augmentation de sa
transmissibilité par les moustiques, ce qui a potentiellement favorisé la mise en place de
nouveaux foyers épidémiques’?. En 2017, Yuan et ses collégues décrivirent qu’une mutation
unique au sein de la protéine PrM, la mutation S139N, renforga la neurovirulence du virus Zika
et contribua a I'induction des microcéphalies liées a I'infection par ZIKV**1. Aujourd’hui, nous
ne pouvons ignorer que de futures mutations au sein du génome viral pourraient renforcer le
potentiel de transmission de ZIKV de la mére a I’enfant via I'allaitement maternel, comme des
mutations impactant la dissémination virale au sein des glandes mammaires, la permissivité
des cellules mammaires épithéliales a I'infection par ZIKV, la stabilité virale dans le lait

maternel ou le franchissement de la barriere intestinale par ZIKV.
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CONCLUSION GENERALE

Pour conclure cette thése, dénommée « Tropisme et dissémination du virus Zika de la mére a
I’enfant au cours de I’allaitement maternel », nous avons tout d’abord montré que la glande
mammaire de souris infectées par voies locale et systémique constituait un site de réplication
cible, et que les cellules épithéliales mammaires étaient permissives a l'infection par ZIKV,
suggérant une implication de I'épithélium mammaire dans I'excrétion de ZIKV dans le lait
maternel. Deuxiemement, nous avons démontré que des souriceaux étaient sensibles a
I'infection orale par ZIKV, corroborant les rapports antérieurs de transmission orale de ZIKV
chez les modeles simiens et renforgant l'intérét d'explorer ce mode de transmission.
Troisiemement, nous avons démontré que ZIKV était capable d’infecter et de franchir un
modele in vitro d'épithélium intestinal sans altérer sa fonction de barriere, nous permettant
ainsi de considérer la muqueuse intestinale comme potentiel site d'entrée de ZIKV apres
ingestion de particules virales infectieuses. Enfin, une expérience préliminaire a démontré que
I'infection de souris A129 allaitantes par ZIKV résultait en une transmission virale chez

guelques souriceaux au cours de I’allaitement.

Pris ensemble, ce travail constitue la premiere approche synergique visant a caractériser

chronologiquement les différentes étapes ayant lieu au cours d’une transmission virale de la

mere a l'enfant par le lait maternel, et offrent de nouvelles perspectives a explorer.
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