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Culture en trois dimensions
de cellules épithéliales

polarisées sur billes pour
limagerie subcellulaire de
’infection par les virus influenza

Jean-Baptiste Brault!, Nadia Naffakh?

> Les virus influenza ou virus de la grippe,
responsables d’épidémies saisonniéres,
représentent la cause principale d’in-
fections respiratoires sévéres, et sont
a I'origine d’environ 500000 déces
annuels. Les virus influenza de type A, du
fait de I'existence d’un réservoir animal,
sont régulierement a I"origine de I"émer-
gence de nouveaux virus zoonotiques ou
pandémiques, avec des conséquences
potentiellement dévastatrices [1]. Lex-
pansion, depuis 2021, de virus aviaires
hautement pathogenes de sous-type
H5N1 (clade 2.3.4.4b), aujourd’hui pré-
sents dans la plupart des régions du
monde et capables d’infecter un large
spectre de mammiferes, est particuliere-
ment inquiétante [2]. Le développement
de nouvelles stratégies thérapeutiques
est donc plus que jamais nécessaire. Il
requiert une compréhension approfon-
die des mécanismes moléculaires de la
réplication virale, notamment les méca-
nismes d’exploitation des voies de trans-
port intracellulaire pour assurer I’adres-
sage des composants viraux vers les sites
d’assemblage de nouveaux virus.

Pour des raisons historiques et pratiques,
la plupart des études utilisent des lignées
de cellules immortalisées non polarisées
cultivées en deux dimensions. Bien que
ces modeles cellulaires simples aient
permis des avancées substantielles,
ils ont le défaut de ne pas reproduire
Iorganisation subcellulaire des cellules
cibles naturelles des virus influenza :
les cellules de I’épithélium respiratoire.
€n effet, dans les lignées cellulaires non
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polarisées, le centrosome, centre orga-
nisateur principal des microtubules, est
localisé dans la région périnucléaire, ou
il assure la nucléation des microtubules
qui croissent en direction de la mem-
brane plasmique : les extrémités néga-
tives des microtubules sont donc situées
au centre de la cellule, tandis que les
extrémités positives en croissance sont
périphériques. Au contraire, dans les cel-
lules épithéliales polarisées, le centro-
some se trouve au pdle apical et assure
la croissance des microtubules vers I’in-
térieur de la cellule [3]. Du fait de cette
organisation inversée, le transport de
molécules vers la périphérie cellulaire est
controlé par des moteurs moléculaires
distincts : une kinésine dans le cas des
cellules non polarisées [4], et la dynéine
dans les cellules épithéliales polari-
sées [5] (Figure 1A). Pour étudier le
transport intracellulaire des composants
viraux, il est donc plus pertinent d’utili-
ser des cellules polarisées. Des cultures
de cellules épithéliales humaines pri-
maires différenciées, d’origine nasale ou
bronchique, sont commercialisées et de
plus en plus utilisées, et permettent par
exemple de tester I'activité antivirale de
molécules [6]. €n revanche, ces cultures
se prétent mal a I"imagerie a I’échelle
subcellulaire, notamment du fait de la
présence d’une membrane de polyester
rigide sur laquelle les cellules adhérent
a l'interface air-liquide, et qui réfracte
la lumiére et rend difficile la préparation
de coupes de tissus. Pour contourner
ces difficultés techniques et mettre en

place un systeme maniable et simple
d’utilisation, nous avons cultivé un sous-
clone de cellules épithéliales de cdlon
humain capables de se polariser et de se
différencier rapidement [7], les cellules
Caco-2/TC7, sur des billes de dextran
de 175 um de diametre recouvertes de
gélatine porcine (billes Cytodex 3), de
maniére a obtenir une monocouche de
cellules polarisées [8, 91 (Figure 1B).

Un systéeme maniable, rapide

et peu coiiteux pour la production

d’un épithélium polarisé infectable

par le virus influenza

Aprés quatre jours de culture des cel-
lules Caco-2/TC7 sur billes Cytodex 3,
la quasi-totalité des billes sont recou-
vertes d’une monocouche de cellules.
Au bout de deux semaines, les cellules
acquiérent une morphologie colum-
naire évocatrice d’un état épithélial
polarisé (Figure 1C). Pour nous assu-
rer du caractere polarisé des cellules,
nous avons dans un premier temps
procédé a un immuno-marquage indi-
rect fluorescent de la protéine PALS1
(polarity protein associated with LIN
seven-1), un marqueur spécifique de
la membrane apicale des cellules épi-
théliales. Le signal obtenu indique la
mise en place d’'une membrane apicale
a la périphérie des cellules Caco-2/TC7
cultivées sur Cytodex [9] (Figure ID).
Nous avons ensuite observé les cellules
en microscopie électronique a trans-
mission afin d’accéder a leur ultras-
tructure. Ainsi, nous avons constaté
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des caractéristiques spécifiques des
cellules épithéliales polarisées : la
présence de jonctions serrées, la
localisation basale de I'appareil de
Golgi, et la présence de microvillo-
sités caractéristiques du pdle apical
des cellules épithéliales digestives [9]
(Figure 1€).

Pour vérifier que les cellules Caco-2/TC7
polarisées sur Cytodex sont permissives
a l'infection par les virus influenza, nous
avons réalisé des expériences d’infection
avec une souche de laboratoire de sous-
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type HIN1 (A/WSN/33), « & faible multi-
plicité d’infection » (0,01 PFU!/cellule),
puis mesuré la quantité de particules
infectieuses relarguées par les cellules
dans le milieu extracellulaire toutes
les 24 heures pendant trois jours. Nous
avons constaté une concentration crois-
sante de particules virales infectieuses
dans le milieu de culture, atteignant

1 Plaque-forming unit. Unité de formation de plaque, cor-
respondant & une unité infectieuse (un virion ou un agrégat
de virions) capable de former une plage de lyse sur un tapis
cellulaire.

Figure 1. Polarisation des cellules Caco-2/
TC7 cultivées sur billes de dextran Cytodex 3.
A. Représentation schématique de I'orga-
nisation du cytosquelette de microtubules
dans des cellules non polarisées et dans des
cellules épithéliales polarisées. B. Représen-
tation schématique de cellules épithéliales
cultivées en trois dimensions (3D) sur billes
Cytodex 3. C. Aspect columnaire des cellules
Caco-2/TC7 aprés deux semaines de culture
sur billes Cytodex 3. Barre d’échelle = 100 pm.
D. Image, par microscopie confocale, de cel-
lules Caco-2/TC7 polarisées sur Cytodex 3.
Un anticorps dirigé contre PALSI marque la
membrane cytoplasmique apicale (en vert).
I'agent intercalant DAPI marque I’ADN (en
bleu). Barre d’échelle = 25 pm. €. Image de
microscopie électronique a transmission d’une
coupe ultrafine de cellules Caco-2/TC7 pola-
risées sur Cytodex 3. Différents comparti-
ments cellulaires sont indiqués par des fleches
noires : villosités, jonction intercellulaire ser-
rée, appareil de Golgi, réticulum endoplas-
mique, mitochondrie. Barre d’échelle =1 pm
F. Titrage de la quantité de particules virales
infectieuses présentes dans le milieu de
culture a 24, 48 et 72 heures post-infection
(hpi) par la souche A/WSN/33 (avec une mul-
tiplicité d’infection = 0,01 PFU/cellule), en
présence ou en absence de Iinhibiteur de la
protéase virale Baloxavir (0,1 uM). La ligne en
trait pointillé correspond a la limite de détec-
tion : 250 PFU/mL.

jusqu’a 106 PFU/mL dés 48 heures apres
le début de Pinfection. €n revanche,
en présence de la molécule antivirale
Baloxavir, la concentration de virus
infectieux est restée sous le seuil de
détection pour la méthode utilisée [9]
(Figure IF). Ce résultat a permis de mon-
trer que des particules infectieuses néo-
formées étaient bien produites a partir
de ce systeme de culture de cellules
épithéliales polarisées, qui peut donc
étre utilisé pour étudier les différentes
phases du cycle réplicatif viral.



A Superposition
B 920000 c 2 25 =
$ 17500 —w =
2 RABI1 2__
215000 Es
S 12500 ES 15
= 10000 o= )
£ 1
; 7500 & E
=
G 5000 =2
8 2500 3 —h—
= o+ ; T T ; 1 s 0
0 L2 3 4 5 ) _\;}&L’ &
Distance (um) o\o“ ® &
& ;‘&\‘“ RS
S <€
Cellules non-infectées (NI) Cellules infectées (1)
9 8- dekk ® 120 =3 <0,5um
c v
g 8 S 3 1000 B 0,5-1um
QE,/E\é_ £ 2 30 B >1um
E 3 g 8
g s £
oe £z
:* £ o
3 o w
& S5 204
g & o
a 3 0

NI

Différences et similitudes

des altérations viro-induites

des endomembranes selon I’état

de polarisation des cellules infectées
Nous avons ensuite souhaité étudier,
dans le systeme de cellules Caco-2/
TC7 polarisées sur Cytodex, la capacité
du virus a altérer certaines structures
membranaires, comme cela a été décrit
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auparavant dans des modeles cellu-
laires en deux dimensions. Nous nous
sommes d’abord intéressés a I'interac-
tion des segments d’ARN génomiques
viraux, associés a de multiples copies
de la nucléoprotéine virale NP, avec
la petite GTPase cellulaire RAB11 [10].
Des cellules Caco-2/TC7 cultivées sur
billes ont été infectées, « a forte mul-

Figure 2. Imagerie des cellules Caco-2/TC7
cultivées sur billes Cytodex 3 et infectées
avec le virus influenza A/WSN/33. A. Des cel-
lules Caco-2/TC7 cultivées sur billes Cytodex 3
ont été infectées par la souche A/WSN/33 du
virus influenza (avec une multiplicité d’infec-
tion = 10 PFU/cellule). Au bout de 8 heures, elles
ont été fixées, puis immuno-marquées avec des
anticorps dirigés contre la nucléoprotéine NP (en
rouge) et contre RABIL (en cyan), avant d’étre
visualisées par microscopie confocale avec un
objectif 93x dont la distance de travail était
de 300 um. Les images obtenues ont ensuite
été déconvoluées a I'aide du logiciel de trai-
tement d’images Huygens. Barre d’échelle =10
um, et 5um pour les images agrandies (zoom).
Lintensité de fluorescence a été mesurée le long
de la ligne indiquée en jaune, depuis la sphere
jusqu'a I'extérieur de la cellule, et le résultat de
cette mesure est représenté en B. C. Pourcen-
tage des cellules non polarisées et polarisées
présentant une accumulation de la nucléopro-
téine NP a la membrane plasmique.** indique
une différence statistiquement significative (p
<0,01). D. Images représentatives, en micros-
copie électronique a transmission, d’une coupe
ultrafine de cellules Caco-2/TC7 polarisées sur
billes Cytodex 3, puis infectées pendant 8 heures
par la souche A/WSN/33 (avec une multiplicité
d’infection =10 PFU/cellule), ou non infectées.
Barre d’échelle = 0,5 um. Certaines structures
membranaires du réticulum endoplasmique (RE)
qui ont été mesurées (voir en €) sont surlignées
en jaune a titre d’exemple. €. Quantification de la
longueur des structures membranaires du RE dans
des cellules non-infectées (NI) ou infectées (1).
*** indique une différence statistiquement signi-
ficative (p <0,001). F. Classification des structures
membranaires du RE mesurées en (€) selon leur
ordre de longueur, dans les cellules polarisées non

infectées (NI) ou infectées (I) par le virus.

tiplicité d’infection » (10 PFU/cellule),
pendant 8 heures, puis fixées, et enfin
marquées par un mélange d’anticorps
dirigés contre la protéine virale NP et la
protéine RABLL (Figure 2A). Les échan-
tillons ont ensuite été analysés par
microscopie optique confocale avec un
objectif a grossissement 93X doté d’une
grande distance de travail, permet-
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tant I"observation a I’échelle subcellu-
laire. Dans le cytoplasme des cellules
infectées, nous avons constaté la colo-
calisation de structures ponctiformes
marquées par I’anticorps anti-NP et
correspondant aux génomes viraux,
avec la GTPase RABI1 (Figure 24, 2B),
comme précédemment dans les cellules
non polarisées. Nous avons également
constaté I"accumulation de génomes
viraux, mais non de RABIl, a la mem-
brane plasmique, ol a lieu "assem-
blage et le bourgeonnement de nou-
velles particules virales [9] (Figure 24,
2B). La quantité de cellules dans les-
quelles les génomes viraux ont atteint
la périphérie de la cellule a 8 heures
post-infection est plus grande dans les
cellules polarisées que dans les cellules
Caco-2/TC7 cultivées traditionnelle-
ment en deux dimensions (Figure 2C), ce
qui suggere que le mode de transport
intracellulaire est plus rapide et plus
efficace dans les cellules épithéliales
polarisées.

Dans un second temps, nous avons
cherché a déterminer si, comme
constaté précédemment dans des
cellules non polarisées, I'infection
virale induisait un remaniement des
membranes du réticulum endoplas-
mique [11]. Des cellules Caco-2/TC7
polarisées sur Cytodex ont été infec-
tées, fixées 8 heures apres, et ana-
lysées par microscopie électronique
a transmission. Nous avons constaté
un remaniement beaucoup plus mar-
qué dans les cellules polarisées, avec
notamment la présence de longues
structures membranaires issues du
réticulum endoplasmique, localisées
a la périphérie cellulaire et organisées
parallelement a la membrane plas-
mique (Figure 2D). Cette différence
phénotypique entre cellules polarisées
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et non polarisées a été quantifiée
en mesurant la longueur des mem-
branes du réticulum endoplasmique
(Figure 2€) et en les classant selon leur
taille [9] (Figure 2F).

Perspectives

€n résumé, nous avons mis au point
un systeme maniable, rapide et peu
coliteux permettant I’établissement
d’un épithélium polarisé susceptible
a linfection par le virus influenza A/
WSN/33. En appliquant a ce systéme
diverses méthodes de microscopie
optique et électronique, nous avons
montré que certaines altérations cel-
lulaires consécutives a I’infection
grippale préalablement identifiées
dans des modeéles cellulaires tradi-
tionnels, a savoir le détournement de
la petite GTPase RABII et la perturba-
tion de I'organisation des membranes
du réticulum endoplasmique, existent
également dans les cellules épithé-
liales polarisées. Singulierement, dans
ces cellules qui en principe repro-
duisent plus fidéelement I’organisa-
tion intracellulaire des cellules cibles
naturelles du virus, le remodelage des
membranes du réticulum endoplas-
mique parait exacerbé, et I'adres-
sage des génomes viraux a la mem-
brane plasmique est plus efficace. Des
mécanismes moléculaires de transport
particuliers semblent donc étre mis
en jeu. D’autres travaux de recherche
devraient permettre de les caractéri-
ser, et d’évaluer si I’utilisation du sys-
teme de cellules Caco-2/TC7 polarisées
sur billes Cytodex peut étre étendue a
d’autres virus respiratoires, tels que le
virus respiratoire syncytial. ¢

3D culture of polarised epithelial cells
on beads for subcellular imaging of
influenza virus infection
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