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ARN: Acide ribonucléique 
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integrin) also known as CD209 
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CXCR4: C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR-4) also known as fusin or CD184 

DAB : 3,3-diaminobenzidine 

CD: Cellule dendritique 

CD-SIGN: Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-

integrin) also know as CD209 

HPLC: higj-pressure liquid chromotography 

IN: Integrase 

IST : infection sexuellement transmissible 

LB: Lymphocyte B 

LS: liquid séminal 

LTR: long terminal repeat 

LT: lymphocyte T 

NIBSC: National Institute for Biological Standards and Cotrol 

PAP : phosphatase acide prostatique 

SEVI : amplificateur de l’infection virale dérivé du sperme (semen derived enhancer of 

virus infection) 

SIDA: Syndrome d’immunodéficience acquise 

SLPI : Serum Leukocyte Prostease Inhibitor 

TR : Transcriptase reverse 

UNAIDS : Programme commun des nations unies sur le VIH/SIDA 

UNICEF: Fonds des Nations unies pour l’enfance 

VIH: Virus d’Immunodéficience Humaine 

VIH-1: Virus d’Immunodéficience Humaine sous type 1 

WHO: Organisation mondiale de la Santé 
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I. Introduction 

 

1. Le virus de l’immunodéficience humaine 

A. Généralités 

Le Virus de l’Immunodéficience Humaine sous type 1 (VIH-1) a été isolé pour la 

première fois en 1983 à l’institut Pasteur par F. Barré-Sinoussi et L. Montagnier (Barré-

Sinoussi et al., 1983).  Ce virus est l’agent étiologique qui cause le syndrome 

d’immunodéficience acquise (SIDA), caractérisé par l'affaiblissement du système 

immunitaire (Laurence et al., 1984).  Plus de 25 millions de personnes sont mortes suite 

à des maladies opportunistes provoquées par Pneumocystis carinii, Toxoplasma gondii 

et Cryptococcus neoformans (Nissapatorn et al., 2003) liées au SIDA (WHO, UNICEF 

& UNAIDS, 2011). La région la plus durement touchée par le virus est l’Afrique 

subsaharienne avec 22,9 millions de personnes VIH-positives, dont environ 68% du 

total mondial.  À la fin de l’année 2010, le nombre de personnes vivant avec le VIH a 

été estimé à 34 millions et 2,7 millions de personnes sont nouvellement infectées par le 

VIH (WHO, UNICEF & UNAIDS, 2011). 

 

B. Structure et génome du VIH-1 

Le VIH-1 fait partie de la famille des Retroviridae,  sous-groupe des Lentivirus.  La 

particule virale du VIH-1 est sphérique avec un diamètre de 80 nm à 120 nm et avec une 

structure complexe décrite ci-dessous (pour revue, Gunilla et al., 2008) (Figure 1): 

 Une enveloppe lipoprotéique, qui provient de la membrane cytoplasmique de la 

cellule hôte, constituée d’une bicouche lipidique contenant la glycoprotéine 

extracellulaire gp120 et la glycoprotéine transmembranaire la gp41 ; 

 A l’intérieur de l’enveloppe, la protéine virale p17 forme la matrice du virus ; 

 La matrice entoure la capside constituée de la protéine virale p24; 

 La nucléocapside de forme cylindrique contient les enzymes nécessaires pour la 

réplication virale : la protéase, l’Intégrase (IN) et la Transcriptase inverse (TR) ; 

et le matériel génétique du virus constitué de deux brins d’ARN identiques de 

polarité positive.  

Le génome viral sous la forme d’ADN double brin a une taille d'environ 9,8 kilobases. 

Il présente à chaque extrémité une séquence LTR (Long terminal repeat) nécessaire 

pour la transcription inverse, l’intégration, ainsi que pour l'initiation, la régulation de la 

transcription et l’assemblage du virus à la membrane de la cellule hôte.  Entre ces deux 



séquences, il y a trois gènes essentiels : gag qui permet la synthèse des protéines de 

structure (protéines de la capside p24, de la matrice p17 et de la nucléocapside, 

protéines p7 et p9) ; pol  qui code pour les enzymes virales  (Protéase, IN et TR);  env 

qui permet la synthèse des protéines d’enveloppe gp120 et gp41;  ainsi que 6 gènes 

régulateurs de la réplication du virus : vif, nef, tat, vpu, vpr et rev.  

 

C. Cycle infectieux du VIH-1 

Le processus d’infection (Figure 2) commence lorsque la protéine d’enveloppe virale 

gp120 se lie au récepteur CD4 de la cellule cible. Après l’interaction avec le récepteur 

CD4, la gp120 change de conformation ce qui permet  à la protéine virale 

transmembranaire gp41 de se lier à un corécepteur cellulaire, CCR5 ou CXCR4. Ceci 

induit la fusion entre la membrane cellulaire et l’enveloppe virale. La capside virale 

pénètre alors dans le cytoplasme cellulaire, migre jusqu’au noyau, se désagrège et libère 

les 2 brins d’ARN viraux avec les enzymes qu’elle contenait. L’ARN est rétrotranscrit 

par la transcriptase inverse en ADN double brin.  Celui-ci migre dans le noyau et est 

intégré dans le génome cellulaire par l’intégrase.  L’ADN viral intégré sous la forme de 

provirus est transcrit par l’ARN polymérase II cellulaire formant des ARNs simple brin 

qui serviront de nouveaux génomes viraux et des ARN épissés qui seront traduits pour 

conduire à la formation de trois protéines Gag, Gag/pol et Env qui sont les précurseurs 

des protéines et enzymes virales. Le clivage par des protéases cellulaires ou/et virales de 

ces précurseurs aboutit aux différentes protéines virales : de structure  (p24, MA, NC), 

d’enveloppe (Gp120, Gp41) et les enzymes (RT, IN, PR). Les autres protéines Vif, Vpu, 

Vpr, Nef, Tat, Tev et Rev sont issus d’une translocation primaire de l’ARNm épissé.  

Les protéines virales et les 2 brins d’ARN sont assemblés sous la membrane plasmique 

dans laquelle la protéine d’enveloppe gp160 est insérée, conduisant au bourgeonnement 

de particules virales immatures encore non infectieuses (pour revue, Peterlin et al., 

2003 ; Arhel et al., 2007). Le clivage des précurseurs des protéines de structure par la 

protéase virale s’achève dans la particule qui devient alors mature et infectieuse et dont 

le core acquiert une forme conique caractéristique.  

 

 

 

 

 



D. Cellules cibles du VIH-1 

Le VIH-1 infecte principalement les lymphocytes T CD4+, macrophages, cellules 

dendritiques et cellules de Langerhans.  Toutes ces cellules ont un récepteur CD4 

nécessaire pour l’attachement du virus, mais ils ont également des corécepteurs comme 

CXCR4 ou /et CCR5 sur les lymphocytes T et les macrophages et le DC-SIGN sur les 

cellules dendritiques. 

En fonction du corécepteur auquel elles se lient,  on distingue trois souches de VIH-1: 

- les souches dont la gp120 se fixe à CCR5 sont dites R5 et infectent les lymphocytes T 

mémoires et pour certaines d’entre elles, les macrophages. Elles sont impliquées dans la 

transmission sexuelle du VIH-1 et représentent les seules souches présentes au début de 

l’infection. Ceci indique une sélection des souches virales R5 par rapport aux souches 

X4 lors de la transmission. 

- les souches reconnaissant CXCR4, appelées X4 qui apparaissent plus tardivement au 

cours de l’infection et qui sont plus virulentes,  

- et les souches « dual tropic R5X4 » ayant un tropisme pour CCR5 et CXCR4 qui 

émergent également lorsque la maladie progresse.  

 

2. La transmission sexuelle du VIH-1 

A. Généralités 

Le VIH-1 est transmis à travers les fluides corporels. Trois voies sont impliquées : 1) la 

transmission sanguine (Donegan et al., 1990):  partage des seringues chez les 

toxicomanes ou, dans le passé, lors d’une transfusion de sang infecté ; 2) la transmission 

de la mère à l’enfant (Coovadia, 2004): via la circulation sanguine partagée avant, 

pendant et  au moment de l’accouchement, ou post-natale par le lait maternel ; 3) la 

transmission par voie sexuelle (sans protection) par contact des muqueuses génitales, 

rectales ou orales avec des secrétions infectées. Les relations sexuelles anales 

représentent un plus grand risque de transmission que les rapport vaginaux: 1:100 à 

1:1000 par acte sexuel anal contre 1 :1000 à 1 :10000 par acte sexuel vaginal (Gray et 

al., 2001).  La transmission du VIH-1 de l’homme à la femme pendant la pénétration 

vaginale est plus efficace que de la femme à l’homme (Ray & Quinn, 2000). Les 

relations sexuelles orales  ne constituent pas un moyen efficace de transmission du VIH-

1, mais une transmission peut avoir lieu en cas de blessures dans la muqueuse buccale 

(Gerbert et al., 1996). 

 



Différents facteurs peuvent influencer la transmission du VIH-1. Chez 10% de la 

population caucasienne, on retrouve une mutation du corécepteur CCR5 à l’état 

hétérozygote (CCR5Δ32). A l’état homozygote, cette mutation confère une résistance à 

l’infection par le VIH-1 (Martinson et al., 1997).  La charge virale dans les sécrétions 

génitales est généralement corrélée à la charge virale dans le sang.  De ce fait, la 

probabilité de transmission par voie sexuelle est plus élevée lorsque la charge virale 

sanguine est élevée comme lors de la primo-infection ou en phase SIDA.  Cependant, 

une charge virale indétectable dans le sang (obtenue lorsque les patients sont sous 

trithérapies) n’implique pas nécessairement une charge virale indétectable dans les 

sécrétions génitales. Les infections sexuellement transmissibles (IST) sont en effet un 

facteur favorisant l’excrétion génitale de VIH-1 en raison de l’inflammation locale 

qu’elles provoquent. A titre d’exemple, il a été montré dans une population d’hommes 

homosexuels sous traitement antirétroviral avec une charge virale sanguine indétectable, 

la détection du VIH-1 dans le sperme de 30% d’entre eux présentant une co-infection 

(Sheth et al., 2009). De plus, chez 5 à 30% des hommes séropositifs recevant un 

traitement antirétroviral prolongé efficace dans le sang, la persistance du virus (ARN et 

ADN viral) a pu être retrouvée, cette fois sans être associée à la présence d’autres IST 

(pour revue, Le Tortorec & Dejucq-Rainsford, 2009).  

 

B. Mécanismes de la transmission du VIH-1 à travers les muqueuses 

Lors de l’exposition à du sperme infecté, les muqueuses se retrouvent au contact de 

virus libres ou de cellules infectées.  Les mécanismes par lesquels le virus parvient à 

franchir la barrière épithéliale sont dans 60% des cas des microlésions provoquées par  

les rapports sexuels (Guimaraes et al., 1997), ou par IST.   Le virus peut alors infecter 

directement les Lymphocyte T (LT) CD4+ ou les macrophages ou être capté par des 

cellules dendritiques (DCs) (Figure 3).  Au niveau des épithéliums monostratifiés, 

l’infection peut également se produire par transcytose à travers des cellules épithéliales 

ou/et cellules M spécialisées (cellules épithéliales non ciliées de l'épithélium intestinal), 

par transmigration des cellules infectées ou par capture du virus au niveau des dendrites 

des DCs insérées entre les cellules épithéliales.  Au niveau de l’épithélium pluristratifié 

l’infection peut se faire par les cellules de Langerhans insérées dans l’épithélium de la 

muqueuse, qui captent le virus dans la lumière via la Langérine et le transmettent aux 

LT sous muqueux (Shattock & Moore, 2003). Après l'infection de ces cellules cibles 



sous muqueuses, le virus est transporté vers les ganglions lymphatiques d’où il va 

pouvoir disséminer dans tout l’organisme par voie lymphatique et sanguine.  

 

C.  Les muqueuses colorectale et cervico-vaginale : principales voies 

d’entrée du virus 

La paroi du vagin et du col de l’utérus comporte une muqueuse et une musculeuse lisse. 

La structure de la muqueuse cervico-vaginale (Figure 4) varie selon la zone considérée 

(pour revue, Hladik & McElrath, 2008). La muqueuse du vagin et de l’exocervix 

(portion du col de l’utérus qui fait saillie dans la cavité vaginale) est formée d’un 

épithélium pavimenteux stratifié non kératinisé qui repose sur un chorion dense.  

La muqueuse de l’endocervix (portion du col de l’utérus qui renferme le canal 

endocervical)  est formée d’un épithélium prismatique simple muco-sécrétant.  La 

lamina propia dense, situé sous l’épithélium, renferme des glandes ou cryptes 

muqueuses et de nombreux vaisseaux sanguins. 

Au niveau de la zone de jonction, zone étroite située à l’orifice externe du canal 

cervical, les  2 types d’épithélium se juxtaposent.  

La muqueuse cervico-vaginale est riche en cellules immunes telles que les DCs, les 

monocytes/macrophages, les LT et les lymphocytes B (LB). Les lymphocytes T CD8+ 

représentent plus de 60% des lymphocytes de la muqueuse cervico-vaginale. (Merhab et 

al., 2011 ; Miller & Shattock, 2003). 

 

La muqueuse colorectale  (Figure 5) est composé d’un épithélium monostratifié et de la 

lamina propria, riche en tissu lymphoïde (lymphocytes diffus et follicules lymphoïdes 

débordant vers la musculaire séreuse). L’épithélium est lui-même formé d’entérocytes 

et de cellules caliciformes qui s’invaginent en glandes tubuleuses droites serrées, les 

cryptes de Lieberkühn. La base des cryptes de Lieberkühn repose sur la musculaire 

muqueuse et sécrète du mucus. Le chorion ou lamina propria est un tissu conjonctif. La 

musculaire muqueuse sépare la muqueuse de la sous muqueuse, formée d’un tissu 

conjonctif lâche et parcouru de vaisseaux sanguins et lymphatiques. La muqueuse et la 

sous-muqueuse repose sur la musculeuse et la séreuse.   

La muqueuse et la sous muqueuse sont des tissus riches en cellules immunitaires tels 

que les LT CD4+, LT CD8+, LB, plasmocytes, monocytes/macrophages et cellules NK 

(Fletcher et al., 2006)., Au niveau de la muqueuse, la lamina propia renferme 

principalement des macrophages, des LB et des plasmocytes sécrétant des IgA, alors 



que dans l’épithélium on retrouve essentiellement des LT insérés entre les cellules 

épithéliales. Dans la sous-muqueuse, également riche en LB et plasmocytes, 

macrophages et DCs sont trouvés en quantité équivalente (Abner et al., 2005). 

 

3. Le sperme  

A.  Généralités 

Le sperme représente le principal vecteur de dissémination du VIH (pour revue, Le 

Tortorec & Dejucq-Rainsford, 2010).  Le sperme est un fluide complexe, de pH 7,35-

7.5, constitué de cellules et de liquide séminal (LS). Il est produit dans différents 

organes du tractus génital masculin: les testicules, les épididymes, la prostate, les 

vésicules séminales et les glandes bulbo-uréthrales (Coffey, 1994). Les cellules de 

sperme sont les spermatozoïdes, des lymphocytes T, des macrophages, des cellules 

germinales immatures et des cellules détachées de l’épithélium des canaux excréteurs et 

de l’urètre (Fung et al., 2004; Pilch et al., 2006).  Dans le sperme, le virus peut être 

présent sous la forme de virions libres ou dans des leucocytes infectés. 

Le LS contient plus de 2000 protéines différentes identifiées (Batruch et al., 2011) dont 

pour la plupart la fonction dans le sperme est inconnue. Parmi les protéines bien 

caractérisées, on retrouve  la fibronectine, la séménogéline I, la séménogéline II (Lilja et 

al., 1987), la lactoferrine, la PAP (Prostatic Acid Phosphatase), le PSA (Prostatic 

Specific Antigen) (Cross et al., 1998). Ces protéines ainsi que d’autres molécules, 

(sucres et lipides) tels que le fructose et les prostaglandines, présents en grande quantité 

dans le sperme, sont impliqués dans la coagulation et la liquéfaction du sperme et dans 

ses fonctions de support métabolique et de protection aux spermatozoïdes incluant une 

activité immuno-régulatrice et antimicrobienne (Pilch & Mann, 2006).  

 

B.  Les facteurs séminaux influençant la transmission du VIH-1 

Plusieurs recherches ont été menées pour démontrer l'effet modulateur positif ou négatif 

de protéines présentes dans le LS sur la transmission du VIH-1. 

 

a.  Le liquide séminal favorise l’infection par le VIH-1 

Une première étude a montré que l’acidité vaginale délétère pour le virus est neutralisée 

par le LS (Bouvet et al., 1997).  L’étude de Bouhlal et ses collègues ont mis en évidence  

que l’opsonisation du VIH-1 par l’activation du système de complément dans le sperme 

favorise l’infection (Bouhlal et al., 2002). D’autres études ont montré que le LS 



induisait la production de chimiokines pro-inflammatoires, dont CCL20, par les cellules 

épithéliales du vagin, ce qui aboutit au recrutement des cellules cibles telles que les 

cellules de Langerhans (Berlier et al., 2006 ; Sharkey et al., 2007).  Des études 

ultérieures démontrent la présence dans le sperme d’un facteur stimulateur de l’infection 

virale (SEVI), constitué de fragments de la phosphatase acide prostatique (PAP) 

(PAP248-286) associés en fibrilles amyloïdes, qui améliore la fixation du virus aux 

cellules cibles (Münch et al., 2007).  Un second fragment (PAP85-120) de la PAP 

présente le même mécanisme d’action commun à SEVI, mais l’effet sur l’infection du 

VIH est plus faible (Arnold et al., 2012). La séménogéline, issue des vésicules 

séminale, est également capable de s’agréger en fibrilles amyloïdes et de favoriser 

l’infection des cellules par le VIH (Roan et al., 2010). Dernièrement, il a été montré un 

effet différentiel du LS d’hommes infectés sur les cellules de l’endomètre selon le stade 

d’infection du donneur: en phase aiguë, le LS stimule la production de cytokines pro-

inflammatoires par les cellules épithéliales de l’endomètre, alors qu’en phase chronique, 

le LS diminue la production de ces cytokines en raison de fortes concentrations de 

TGF (Kafka et al., 2012). En conséquence, la transactivation du LTR du VIH dans des 

lymphocytes infectés par le surnageant des cellules exposées au LS d’hommes en phase 

aiguë est plus élevée que celle observée dans le cas d’une exposition au LS d’hommes 

en phase chronique (Kafka et al., 2012). 

 

b.  Le liquide séminal inhibe l’infection par le VIH-1 

Le liquide séminal contient également des molécules inhibitrices de l’infection par le 

VIH. Ainsi les β défensines bloquent la réplication virale par fixation au virus et 

diminuent l’expression du corécepteur CXCR4 (Quiñones-Mateu et al., 2003). De 

même, l’activité anti-VIH du SLPI (Serum Leukocyte Protease Inhibitor) a été mise en 

évidence (McNeely et al., 1995). Contrairement à Berlier (Berlier et al., 2006), Gosh a 

montré que CCL20 possédait une action inhibitrice directe sur le VIH (Ghosh et al, 

2009). 

D’autres expérience démontrent que la Mucine-6 et la Clusterine présentes dans le LS 

se lient au récepteur DC-SIGN et empêchent l’attachement du virus aux DCs (Sabatté et 

al., 2007 ; Stax et al., 2009 ; Sabatté 2011). D’autre part, Martellini et ses collaborateurs 

ont mis en évidence que les polypeptides cationiques présents dans le LS ont des effets 

antiviraux sur l’infection du VIH-1 et en particulier les peptides dérivés de la 

Séménogéline 1 (Martellini et al., 2009). Une étude ultérieure conclut que le LS protège 



les LT CD4+ de l’infection du VIH-1 en diminuant la quantité de récepteurs CD4 et 

CXCR4 à la surface des cellules et en inhibant leur prolifération (Balandya et al., 2010).  

Il est à noter que la grande majorité de ces études a été conduites sur le sperme 

d’hommes non-infectés par le VIH-1. 

 

II -  Présentation du projet de stage 

 

L’un des projets de l’équipe «Environnement viral et chimique et Reproduction » de 

l’unité Inserm U1085 consiste à identifier dans le LS de patients infectés par le VIH-1, 

des protéines ou peptides qui influenceraient l’infectivité du virus.  

Dans un premier temps, l’objectif de l’équipe est de valider l’hypothèse d’un effet 

différentiel du liquide séminal lié au statut VIH-1 des donneurs. Pour cela, les effets 

biologiques du LS d’hommes infectés versus non-infectés sur l’infectivité du VIH-1 

sont comparés in vitro dans des cultures cellulaires et des cultures d’explants du col de 

l’utérus et de tissus colo-rectal humains sains fournis par le service 

d’anatomopathologie du CHU de Rennes. Dans un deuxième temps, le LS d’hommes 

infectés ou non sera fractionné par HPLC et l’effet biologique des fractions 

chromatographiques obtenues sera testé. Les peptides/protéines responsables d’une 

activité biologique seront ensuite caractérisés par spectrométrie de masse. A terme, 

l’identification de ces facteurs pourrait permettre de définir de nouvelles approches 

préventives, visant à diminuer la transmission du VIH par le sperme. 

Dans le cadre de ce projet, l’objectif  de mon stage a été de participer à la mise au point 

des cultures organotypiques via :  

- L’analyse morphologique des explants colorectaux et exocervicaux avant et 

après culture à jour 0 (J0) et à jour 7 (J7); 

- La caractérisation et la quantification des cellules cibles du VIH-1 dans les 

explants en présence ou en absence de liquide séminal. 

- La caractérisation des cellules infectées par le VIH-1 dans les explants. 

 

III - Matériels et Méthodes 

 

Le protocole de cette étude a été approuvé par le CPP de Toulouse pour le 

recueil du liquide séminal d'hommes infectés ou non par le VIH et par le CPP de 



Rennes pour l'obtention des biopsies de col de l'utérus et de tissus colorectal et les 

patients ont donné leur consentement.   

 

1- Liquide séminal  

Les spermes d`hommes non-infectés par le VIH ont été obtenus du CECOS  de 

Rennes.  Le sperme a été  liquéfié  pendant 30 min à 37ºC  puis il a été centrifugé à 

1000g  pendant 10 min. Le LS a été prélevé, aliquoté et congelé à -80ºC.   

 

2- Le virus 

Le virus utilisé est une souche de VIH-1 R5 (SF162)  macrophage-tropique qui 

utilise le récepteur CCR5 pour l’entrée dans les cellules. Le stock viral est à une 

concentration de 200ng de p24/ml. Ce virus a été obtenu auprès du NIBSC (National 

Institute for Biological Standards and Control)  en Grande-Bretagne. 

 

3- Infection et traitement des explants avec le virus et le LS  

Les tissus du cervix et du colon ont été obtenus auprès du service 

d’Anatomopathologie du CHU de Rennes (Dr. Burtin – Pr Nathalie Rioux). Ils 

proviennent du cervix prélevé sur des femmes ayant subi une hystérectomie pour 

prolapsus pour les explants exocervicaux, ou de tissus prélevés lors de colectomie pour 

diverticulose pour les explants colorectaux. Dès réception, les échantillons sont 

conservés à 4ºC dans du milieu RPMI (Gibco-BRL, Life Technologies, Cergy-Pontoise, 

France) additionné de Pénicilline (100 U/ml), Streptomycine (0,1 mg/ml) et de 

gentamycine (100 µg/ml) (Eurobio Laboratories, France).  

 

La muqueuse/sous-muqueuse a été séparée de la musculeuse/séreuse puis 

coupées en fragments cubiques d’environ 9 mm3 pour les explants cervicaux et en 

bandes de 2x4x2 mm pour les explants colorectaux. Les fragments ont été transférés 

dans des tubes à hémolyse (2 explants par tube pour les explants cervicaux et 1 par tube 

pour les explants colorectaux) et incubés avec 150μl d’inoculum (SF162 100ng p24/ml 

+/- LS 20%)  pendant 3h à 37°C. Puis ils ont été transférés dans un nouveau tube et 

lavés au PBS (2 lavages de 500μl). Les explants ont été alors placés sur des inserts 

constitués d’une membrane poreuse de Polyethylene terephthalate (diamètre de pores : 

3μm HD) et disposés dans des plaques 12 puits  (Falcon Labware; Becton Dickinson & 

Co). Chaque puits est rempli avec 1 ml de milieu de culture (RPMI 1640, 10% de sérum 



de veau fœtal, 1% d’acides aminés non essentiels, 1% de pyruvate de sodium et 

antibiotiques). Les explants ont été maintenus à 37ºC, 95% d’humidité, 5% de CO2 et le 

milieu a été  remplacé tous les 2 jours jusqu’au jour 15. Les explants ont été prélevés à 

J0, J7 et J15.  Les tissus prélevés fixés au paraformaldéhyde sont déshydratés par une 

succession de bains d’alcool de titre croissant alcool de 70°(12 heures), 90°(5heures) et 

100°(2heures), puis Butanol (11heures), suivant avec le Paraffine (plus à 2 heures) . Ils 

sont ensuite disposés dans des blocs de paraffine chaude, entreposés au moins 6 heures 

à 4°C. 

 

4- Immunohistochimie et comptage des cellules 

Des coupes de 5 µm ou 7 µm d’épaisseur sont réalisées au microtome puis 

déposées sur des lames traitées TESPA puis incubées sur la nuit à 37°C. 

Les coupes ont été déparaffinées, par 3 bains de Toluène de 10 minutes (min),  

réhydratées avec des bains d’alcool, de titre décroissant  100º (5min),  95º (2 min), 90º 

(2 min), 80º (2 min), 70º (2 min), 60º (2 min), 50º (2 min)  et eau distillée (2 min).  Les 

coupes ont été lavées au PBS 1X pH 6,8 pendant 5 min et ensuite mises dans le tampon 

Citrate 10mM à pH 6 pour être incubées dans le bain-Marie à 80ºC pendant 20 min. Les 

coupes ont été refroidies à température ambiante pendant 20 min puis ont été rincées au 

PBS 1X pendant 5 min. Les sites aspécifiques des coupes ont été saturés avec du PBS 

1X - Sérum humain 4% (Jackson ImmunoResearch Europe) pendant 30 min à 

température ambiante puis incubées avec l’anticorps primaire et le contrôle isotypique 

approprié : l’anticorps monoclonal de souris anti-CD4 (marqueur de Lymphocytes T 

helper/inducteur, 8,25 µg/ml, clone  4B12, Novacastra Laboratories Ltd.), l’anticorps 

polyclonal de lapin anti-CD3 (marqueur de Lymphocyte T, 356 µg/ml, Sigma-Aldrich), 

l’anticorps monoclonal anti-CD163 (marqueur de macrophages, 20 µg/ml, K20T, 

Novus Biologicals), le contrôle de souris IgG1 Kappa (Dako SA. Demmark) et le 

contrôle de lapin IgG (Jackson ImmunoResearch Europe). Tous ont été dilués dans le 

diluant d’anticorps Dako Real
TM

 (Dako SA, Denmark) contenant 2% de sérum humain. 

Après 60 min d’incubation, les coupes ont été lavées 3 fois 2mn avec du PBS 1X 

contenant 1% de Triton et ont été recouvertes avec une solution de Péroxyde 

d’hydrogène 3% (Sigma-Aldrich) pendant 2 min. Après 2 lavages au PBS 1X, les 

coupes ont été incubées pendant 60 min à température ambiante avec l’anticorps 

secondaire biotinylé approprié anti-souris ou anti-lapin IgG, (Dako SA. Demmark) dilué 

au 1/500 dans du PBS 1X contenant 2% de sérum humain. Après de 3 lavages de 5 min 



au PBS 1X, les coupes ont été incubées avec le complexe Avidine-Biotine (Kit 

Vectastain ABC) pendant 30 min, lavées 3 fois 5 min  au PBS 1X et l’interaction entre 

les anticorps a été visualisée avec la 3,3’-diaminobenzidine (Kit DAB). Puis les noyaux 

ont été contre-colorés à l’Hémalun de Masson. Les coupes ont été déshydratées par des 

bains d’alcool 70º,  95º, 100º, 100º, et 2 bains de toluène. Les lames ont été montées 

avec le milieu de montage EUKITT.  Les coupes ont été observées au microscope et les 

images ont été obtenues numériquement avec un objectif x20 ou x40. Les images ont 

été analysées avec le logiciel adobe Photoshop CS4.  La surface de chaque coupe a été 

mesure à l’aide du logiciel CAST
TM

 version 2.1.5.6 microscope Olympus. 

 

5- Immunofluorescence 

Le protocole est sensiblement le même que celui décrit pour 

l’immunohistochimie. Les coupes ont été  déparaffinées et réhydratées.  Les antigènes 

ont été démasqués au bain-Marie dans du tampon citrate à pH 6 et les coupes ont été 

lavées avec du PBS. Elles ont été saturées avec du sérum humain puis incubées avec les 

anticorps primaires ou l’isotype contrôle correspondant. Les anticorps primaires utilisés 

pour détecter l’antigène CD163 et CD3 sont les mêmes que ceux décrits pour 

l’immunohistochimie. L’anticorps monoclonal de souris dirigé contre la protéine virale 

p24 du VIH a été utilisé à  1,8 µg/ml (clone Kal-1, Dako). Après lavage au PBS- Triton 

1%, les coupes ont été incubées avec les anticorps secondaires de chèvre anti-souris 

marqués avec le fluorochrome Alexa Fluor 488 ou  de chèvre anti-lapin marqués avec le 

fluorochrome Alexa Fluor 594 à la concentration de 4 ug/ml (Invitrogen). Après 30 min, 

les coupes sont lavées 3 fois avec du PBS. Les lames ont été montées avec du milieu de 

montage contenant la molécule fluorescente DAPI (Vectashield ; Vector Laboratories) 

qui permet de visualiser le noyau cellulaire. Les coupes ont été observées avec un 

microscope à fluorescence Axiomager.M1 (Carl Zeiss Micromaging) équipé d'une 

caméra à dispositif à couplage de charge.  Les canaux individuels ont été recueillis en 

même temps en utilisant un logiciel informatique Axiovision version 4.8.2.  Les images 

ont été obtenues numériquement à l’objectif de x63 et ont été analysées avec le logiciel 

Adobe Photoshop CS4. 

 

 

 

 



IV – Résultats 

 

1. Suivi de la morphologie des tissus au cours de la culture 

La coloration à l’hémalun de Masson des tissus à J0 a permis d’observer les structures 

histologiques caractéristiques de ces tissus, à savoir: 

- Un épithélium pluristratifié et la lamina propia pour les explants exocervicaux 

(Figure 6A) ; 

- Un épithélium monostratifié, des cryptes de Lieberkühn, la lamina propria, la 

musculaire muqueuse et la sous-muqueuse pour les explants colorectaux (Figure 

6C).  

L’observation de la morphologie des tissus à J0 montre que ceux-ci n’ont pas été trop 

endommagés par la dissection. 

L’observation de la morphologie des tissus à J7 montre que la structure de la lamina 

propria de l’exocervix est globalement conservée bien qu’une diminution du nombre de 

cellules ait été observée. En revanche, on observe une dégenerescence de l’épithélium 

pavimenteux (Figure 6C). Dans le tissu de côlon, on constate une modification de 

l’architecture des explants à 7 jours de culture. En effet, l’intensité de la coloration à 

l’hémalun de Masson est plus faible à J7 suggérant une diminution du nombre de 

cellules. D’autre part, la sous-muqueuse, formée d’un chorion lâche, se maintient 

difficilement au cours de la culture (Figure 6D). 

 

2. Caractérisation et quantification des cellules cibles du VIH-1   

Afin de mettre en évidence la présence et la persistance des cellules cibles du 

VIH-1 au cours de la culture des explants cervicaux et colorectaux, une analyse 

immunohistochimique et par immunofluorescence a été réalisée.  

 

Sur les tissus à J0, des cellules positives ont été retrouvées pour le marqueur CD3 des 

lymphocytes T, pour le récepteur CD4 du VIH-1 retrouvé sur les lymphocytes T CD4+ 

et le marqueur CD163 des macrophages. Ces résultats confirment la présence de 

cellules cibles du VIH dans les explants colorectaux et dans les explants cervicaux en 

début de culture (Figure 7 i, ii). 

Dans les tissus exocervicaux, les cellules positives ne sont observées qu’au niveau de la 

lamina propia, aucun marquage n’a été constaté dans l’épithélium (Figure 7i).  Dans les 



tissus colorectaux, les cellules CD163+, CD3 + et CD4+ sont observées à la fois au 

niveau de la muqueuse et de la sous-muqueuse (Figure 7ii).  

Sur les tissus à J7, le marquage par immunohistochimie des cellules CD4+, et par 

immunofluorescence des cellules CD3+ et CD163+ (Figure 8) montre que les cellules 

cibles sont toujours présentes dans le tissu. 

 

Les cellules marquées par immunohistochimie sur les tissus J0 ont été quantifiées. Le 

comptage des cellules a été ramené à la surface de la coupe (3 coupes/explant avec une 

moyenne de 8,4 mm
2
/coupe pour les explants cervicaux ou une moyenne de 4,14 

mm
2
/coupe pour les explants colorectaux). Pour les explants exocervicaux (n=3 ; A, B, 

C), on constate que le nombre de cellules positives comptées pour chacun des trois 

marqueurs (CD3, CD4 et CD163) varie fortement d’un patient à l’autre (ou d’une 

expérience à l’autre). Dans le tissu exo A, la quantité de cellules marquées est – compte 

tenu des écarts à la moyenne – relativement équivalente pour CD3+ (0,28c/mm
2
), CD4+ 

(0,24c/mm
2
) et CD163+ (0,21c/mm

2
). Pour l’exo B et C, les cellules marquées CD4+ 

(respectivement 4,91c/mm
2
 et 10,61c/mm

2
) sont présentes en plus grande quantité que 

les cellules marquées CD3+ (respectivement 0,88c/mm
2
 et  6,88c/mm

2
). Le nombre de 

cellules marquées CD163+ dans l’exo B (5,62c/mm
2
) est sensiblement équivalent à 

celui des cellules CD4+ (4,91c/mm
2
), alors que le nombre de cellules marquées 

CD163+ dans l’exo C (7.25c/mm
2) 

 est inférieur au nombre de cellules CD4+ 

(10,61c/mm
2
). Ces résultats suggèrent qu’il existe une grande variabilité inter-patient 

concernant le nombre de cellules immunes présentes dans les tissus mais aussi 

concernant la proportion relative des différents types cellulaires (lymphocytes, 

monocytes/macrophages). (Figure 9a). Toutefois des expériences complémentaires 

seront nécessaires pour s’assurer que ces écarts ne sont pas dus à des problèmes 

techniques (variations inter-expériences plutôt qu’inter-patients). 

 

Pour les explants colorectaux (n = 4 ; A, B, C, D), des cellules marquées ont été 

observées au niveau de la muqueuse mais en moindre quantité que dans la sous-

muqueuse (Figure 9b et 9c).  

Au niveau de la muqueuse (Figure 9b), des cellules CD3+ ont été observées chez un 

seul des 4 patients mais en quantité non négligeable (colo C = 4,68c/mm
2
). Des cellules 

CD4+ ont également pu être observées dans la muqueuse de ce patient (colo C = 

0,95c/mm
2
) et en quantité comparable, compte tenu des écarts à la moyenne, dans la 



muqueuse du colo A (0.7c/mm
2
). Des cellules CD163+ sont présentes dans la muqueuse 

de 3 explants (colo B, colo C, colo D) dans des quantités comparables à la quantité de 

CD4+ précédemment observées (respectivement 0,36c/mm
2
, 0,34c/mm

2
 et 1,22c/mm

2
). 

Au niveau de la sous-muqueuse (Figure 8c), on constate à nouveau une grande 

différence en ce qui concerne le nombre de cellules immunes présentes dans le tissu 

entre les patients. Dans le colo A, les cellules  CD4+ (15,46c/mm
2
) sont en une plus 

grande quantité que les cellules CD3+ (1,96c/mm
2
) et les cellules CD163+ (1,85c/mm

2
). 

Au contraire, le colo B et le colo C présentent plus de cellules CD3+ (respectivement 

12,01c/mm
2
 et 15,07c/mm

2
) que de cellules CD4+ (respectivement 7,29c/mm

2
 et 

3,77c/mm
2
) et CD163+ (respectivement 6,38c/mm

2
 et 5,03c/mm

2
). On note que pour le 

colo D, aucune cellule CD4+ n’a pu être observée, et qu’il y a autant de cellules CD3+ 

(3,79c/mm
2
) que de cellules CD163+ (4,54c/mm

2
).  

Ces résultats montrent que, comme pour les explants exocervicaux, il existe une grande 

variabilité inter-patients concernant le nombre et la proportion relative des lymphocytes 

et monocytes/macrophages. A nouveau, ces résultats demandent des expériences 

complémentaires. 

 

Une étude récente (Balandya 2010) a montré que le LS entraîne une diminution 

d’expression des récepteurs CD4 à la surface des LT CD4+. Par ailleurs, le LS est 

connu pour avoir un effet cytotoxique sur les LT CD4+ en culture.  Nous avons cherché 

à quantifier par immunohistochimie le nombre de cellules CD4+ dans les tissus, incubés 

ou non en présence de LS pendant 3h au cours de l’étape d’infection, après 7 jours de 

culture .  

Dans un premier temps, on constate que le nombre de cellules CD4+ dans les tissus de 

l’exocol à J7 (n=2 ; C, D) est inférieur au nombre moyen de cellules CD4+ dans les 

tissus à J0 (n= 3). 

D’autre part, s’il n’y a pas de différence entre le nombre de cellules CD4+ comptées 

dans l’exo C incubé ou non avec du LS (sans LS = 1,45c/mm
2
, avec LS = 1,38c/mm

2
), 

l’exo D ne montre pas d’une variation significative du nombre de cellules CD4+ dans 

les explants incubés en présence de LS (sans LS = 1,65c/mm
2
, avec LS = 1,17c/mm

2
). 

(Figure 9d) 

Ces données sont évidemment à confirmer, le nombre d’expérimentations réalisées ne 

permettant pas d’analyse statistique. 

 



3 - Détection des cellules infectées par le VIH-1 

 

La présence de cellules cibles ayant été mise en évidence dans les tissus colorectaux et 

les tissus cervicaux, nous avons voulu confirmer par immunofluorescence l’infection 

des tissus (préalablement démontrée par dosage de la protéine virale p24 dans les 

surnageants de culture). 

Les cellules infectées par le VIH-1 on été mise en évidence par le marquage de la 

protéine virale p24. Un co-marquage avec des anticorps dirigés contre CD3 ou CD163 a 

été réalisé afin de caractériser les cellules infectées. 

 

Le marquage de la protéine virale p24 dans les explants cervicaux a permis de mettre en 

évidence la présence de cellules infectées (Figure 10). La co-localisation de marqueur 

de p24 avec le marqueur CD3 ou CD163 montre que le virus infecte les cellules cibles 

portant le récepteur CD3 (Lymphocytes T) ou le récepteur CD163 

(macrophage/monocyte). (Figure 10). L’explant exocervical du C présente à la fois des 

cellules infectées CD3+ et des cellules infectées CD163+ alors que l’explant 

exocervical D ne présente que des cellules CD163 infectées. Les cellules infectées sont 

assez rares voire même absentes de certains explants exocervicaux alors que des cellules 

cibles CD3+ et CD163+ sont présentes. En ce qui concerne les explants colorectaux, 

aucune cellule infectée n’a pu être mise en évidence bien que l’on ait retrouvé comme 

précédemment en immunohistochimie, des cellules CD3+ ou CD163+. Cependant un 

faible nombre de coupes a été analysé et il a été montré que l’infection peut être 

localisée dans certaines zones. 

 

V - Discussion/Perspectives 

Les rapports sexuels non protégés constituent la voie de transmission la plus commune 

du VIH-1.  Les épithéliums cervico-vaginal et rectal sont les premières barrières contre 

l’infection du VIH-1.  Les mécanismes par lesquels la particule virale infectieuse, 

contenue dans le sperme, réussit à traverser l’épithélium muqueux et à infecter les 

cellules immunitaires présentes dans le tissu ne sont pas encore bien compris. Les 

expériences sur les lignées cellulaires contribuent à l’étude de l’infection virale mais ces 

expériences ne prennent pas en compte la morphologie et la physiologie des tissus in 

vivo. Les cultures organotypiques constituent une alternative pour résoudre ces 

inconnues.  



Les cultures organotypiques  sont des modèles expérimentaux ex vivo, les plus proches 

du tissu d’origine, in vivo. Elles permettent d’étudier les processus normaux, l’action de 

pathogènes ou de divers traitements, comme les microbicides contre l’infection à VIH, 

sous conditions contrôlées de laboratoire (Grivel & Margolis, 2009; Merbah et al., 

2011).   

Les cultures de tissus humains permettent  de conserver une structure tridimensionnelle 

et une communication intercellulaire pendant plusieurs jours sans modifier radicalement 

ni leur morphologie, ni leur composition cellulaire, ni leur physiologie. Toutefois, ces 

modèles d’étude présentent quelques inconvénients.  D’une part, il existe une grande 

variabilité inter-donneurs qui influence les résultats des études.  D’autre part, le temps 

de culture des tissus dans des conditions optimales est très variable et dépend du type de 

tissu. Les tissus colorectaux et cervicaux ont été décrits comme pouvant être maintenus  

en culture entre 10 et 15 jours (pour revue de Griffin et al., 1996 ; Grivel et al., 2009).  

Nous montrons une conservation de la structure des tissus cervicaux après 7 jours de 

culture, mais les tissus colorectaux présentent quelques atteintes structurales pouvant 

engendrer des conséquences sur l’analyse des résultats. 

 

Nos résultats concernant la recherche dans les tissus cervicaux et colorectaux des 

lymphocytes T (CD3+), lymphocytes T CD4+ et macrophages (CD163+), leurs 

localisations au sein des tissus et la confirmation de leur infection potentielle sont 

cohérents avec les résultats d’études antérieures (Clayton et al., 1997 ; Abner et al., 

2005; Cumminns et al., 2007), néanmoins quelques questions subsistent : 

- Comment expliquer que le nombre de cellules CD4+ soit supérieur au 

nombre de cellules CD3+ ? 

- Comment expliquer les différences importantes de proportion relative des 

différentes catégories de cellules entre les donneurs ? 

 

Sans exclure un problème expérimental, une hypothèse peut être avancée pour expliquer 

un niveau plus élevé de cellules CD4+ que de cellules CD3+. Bien que le marqueur 

CD4+ soit usuellement utilisé pour marquer de façon spécifique les LT CD4+, le 

récepteur CD4 est également exprimé, mais en plus faible quantité, par les macrophages 

(Walter et al., 2005) et les cellules dendritiques. Alors que les macrophages sont 

relativement abondants dans les tissus colorectaux et cervicaux comme le montrent nos 



résultats de marquage CD163, il reste à déterminer par un marquage approprié la 

population de cellules dendritiques. 

 

La question des différences inter-donneurs a déjà été abordée dans des études 

précédentes. En 1996, Howard et al. ont montré que le pourcentage de cellules CD3+ et 

CD4+ dans le sang est variable en fonction de la population ethnique, et  Melzger et ses 

collaborateurs, a montré que, dans les tissus cérébraux, le taux de lymphocytes CD4+ 

pouvait varier d’un patient à l’autre (Melzger et al., 2012).  

D’autre part, l’état inflammatoire du tissu peut également jouer un rôle dans les 

variations inter-donneurs. En effet, des études ont montré qu’il y avait une 

augmentation du nombre de macrophages (Prakash et al., 2001) et de LT CD4+ 

(Pudney et al., 2005)  chez les femmes ayant une cervicite (inflammation du col utérin).  

Les expériences réalisées ne permettent pas de conclure quant à un effet du LS conjugué 

au virus sur le maintien des cellules cibles CD4+ en raison du faible nombre d’explants 

analysés. Par ailleurs, pour tester un effet spécifique du LS, il serait nécessaire d’inclure 

des explants exposés seulement au LS en absence de virus. Des études antérieures 

montrent qu’une dilution de LS de 1:2000 stimule la libération d’interleukine 8 (IL-8) 

(Denison et al., 1999). L’IL-8 a été montrée comme pouvant tantôt stimuler (Narimatsu 

et al., 2005), tantôt inhiber (Rollenhagen & Asin, 2010) l’infection par le VIH-1. 

 

En conclusion, ce rapport confirme que des cellules cibles du VIH-1 (lymphocytes T et 

macrophages) sont présentes dans les explants du côlon et d’exocervix. Les résultats 

obtenus suggèrent par ailleurs, malgré la limitation du nombre d’explants et des 

problèmes expérimentaux éventuels, que le nombre de cellules cibles à l’infection   

VIH-1 est variable selon les donneurs.  

 

Par la suite, il sera nécessaire de multiplier les expérimentations sur un plus large panel 

d’échantillons afin d’obtenir des résultats significatifs. D’autre part, il pourrait être 

intéressant d’étudier d’autres types de cellules immunitaires (cellules dendritiques, 

cellules de Langerhans, etc.) dans les tissus colorectaux et cervico-vaginaux. Il est 

également envisagé d’étudier les marqueurs d’activation (HLA-DR et CD69) des 

cellules cibles et d’analyser l’effet de différentes concentrations de liquide séminal sur 

les cellules cibles dans les tissus colorectaux et cervicaux.  
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Figure 1 : Schéma d’une particule de VIH  
(modifie d’après Gunilla et al., 2008). 

Les glycoprotéines de l’enveloppe 

membranaire virale, gp120 et gp41, sont 

contenues dans la membrane lipidique. A 

l’intérieur de cela, la protéine p17 forme la 

matrice virale qui entoure la capside  virale 

formée par la protéine p24.  Dans la 

nucléocapside se trouvent le génome viral 

composé de 2 brins d’ARN de polarité positive 

et les enzymes virales comme l’intégrase, la 

transcriptase inverse et la protéase nécessaires 

à la réplication du VIH. 

 

 

 

 

Figure 2 : Schéma du cycle de réplication du VIH (d’après, Peterlin et al., 2003 et modifié avec Arhel 

et al., 2007).  Le VIH se fixe aux récepteurs CD4 et aux corécepteurs CCR5 et CXCR4 puis l’enveloppe 

virale fusionne avec la membrane plasmique de la cellule. La capside, à l’intérieur de laquelle une 

molécule d’ADN double brin est synthétisée, pénètre dans la cellule cible et migre près du noyau. L’ADN 

double brin est libéré de la capside et migre dans le noyau de la cellule où il est intégré au génome 

(provirus). Les ARN viraux et les protéines virales sont synthétisés et s’agglomèrent sous la membrane 

plasmique, un bourgeonnement apparaît à la surface de la cellule et les virions sont libérés. 



 

Figure 3 :  Mécanismes de transmission du VIH à travers des muqueuses (d’après Shattock & Moore, 

2003).   

 

A gauche, épithélium monostratifié a) infection directe des cellules épithéliales ; b) transcytose à travers 

les cellules épithéliales et/ou les cellules M spécialisées ; c) transmigration des cellules infectées du 

donneur. A droite, épithélium pluristratifié : d) capture du virus par les cellules de Langerhans ; e) entrée 

du virus par des lésions dans l’épithélium.  

 

 

 

 

 

 
Figure 4 : Schéma de la muqueuse cervicale (pour revue 

Hladik & McElrath, 2008).  

 

La Muqueuse cervicale composée d’un épithélium 

pavimenteux stratifié non kératinisé, comprend les zones 

suivantes : la zone supérieure forme une monocouche 

épithéliale simple.  La zone intermédiaire appelée zone de 

transition est formée d’une  monocouche épithéliale simple 

justaposée à un éphitelium pavimenteux stratifié.  La zone 

de l’exocervix  est formée par un  épithelium pavimenteux 

stratifié.  Dessous  la muqueuse est localisé la sous-

muqueuse, 

 

 

 



 
Figure 5 : Description de la muqueuse de côlon.   

 

A gauche : A : epithélium ; B : lamina propria ; C : musculaire muqueuse ; D : Muqueuse ; E : follicule 

lymphoide ; F : sous-muqueuse ; G : musculeuse ; H : séreuse 

A droite : A : épithélium ; B : cellules caliciforme ; C : lamina propria ; D musculaire muqueuse ; E : 

entérocyte ; F : crypte de Lieberkühn 
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Figure 6 Morphologie des tissu colonrectaux et de l’exocol de l’utérus  

 

(A) Tissu de l’exocervix à J0 comprenant (a) la muqueuse et (b) la sous muqueuse. (B) Tissu de 

l’exocervix à J7 de culture montrant la préservation relative de la sous-muqueuse mais la perte de 

l’épithélium pavimenteux avec un aplatissement des cellules épithéliales. (C) Tissu colo-rectal à J0 

comprenant (c) la lamina propia, (d) les cryptes de Lieberkühn, (e) la sous-muqueuse et (f) la musculaire 

muqueuse. (D) Après 7 jours de culture, une dégradation des cryptes de Lieberkühn est observée.  Les 

observations microscopiques ont été faites au grossissement x20. Bbarre d’échelle = 20um  
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Figure 7 (i et ii): Marquage immunohistochimique d’explants de l’exocol et de tissu colo-rectal 

avant culture.  Des explants de col de l’utérus et de côlon ont été prélevés à J0 (A - P) puis fixés au 

paraformaldéhyde, déshydratés et inclus en paraffine. Des coupes sériées sont ensuite réalisées et 

marquées avec des anticorps anti-CD3 (marqueur de lymphocytes T) (C, D, K, L), anti-CD4 (marqueur de 

lymphocytes T CD4+) (E, F, M, N) et anti-CD163 (marqueur de macrophages)(G, H, O, P).  Un anticorps 

isotypique a été utilisé comme contrôle négatif.  Aucun marquage n’est observé au niveau du contrôle (A, 

B, I, J).  Les observations microscopiques ont été réalisés au grossissement x20 et x40. Barre d’échelle = 

20um 
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c) Figure 8: Marquage immunologique  d’explants de l’exocol et de tissu colo-rectal après 7 jours 

de culture.  

 

 Des explants de l’exocervix et du côlon ont été prélevés à J7 post-infection in vitro par le VIH-1. (C, D) 

La détection de cellules CD4+ a été effectuée par immunohistochimie. (C) cellules positives anti-CD4 

(marqueur de Lymphocyte T CD4+) présentes dans l’exocervix. (D) aucune cellule positive anti CD4 n’ a 

été détectée dans le tissu colorectal.  Observation microscopique au grossissement x40. Barre d’échelle = 

20um.  (A, B, E, F) Détection des cellules CD3+ (marqueur de Lymphocytes T) et CD163+ (marqueur de 

macrophages) par immunofluorescence avec le fluorochrome Alexa Fluor 594 (fluorescence rouge) pour 

le marqueur anti-CD3 (A, B) ; anti-CD163 (E, F). Les noyaux des cellules sont visualisés grâce au DAPI 

(fluorescence bleue). Les observations microscopiques ont été réalisées au grossissement x63.  
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Figure 9 : Numération des cellules positives dans les tissus de colon et de l’exocervix.  

Des explants de col de l’utérus et de côlon ont été prélevés à J0 et J7 puis fixés au paraformaldéhyde, 

déshydratés et inclus en paraffine. Des coupes sériées sont ensuite réalisées et marquées avec des 

anticorps anti-CD3 (marqueur de lymphocytes T), anti-CD4 (marqueur de lymphocytes T CD4+) et anti-

CD163 (marqueur de macrophages). Les cellules positives ont été comptées au microscope. La surface de 

chaque coupe a été mesurée à l’aide du logiciel CAST
TM

 version 2.1.5.6 microscope Olympus. Les 

résultats représentent la moyenne +/-SEM des comptages réalisés sur 3 coupes par tissus soit 

8,4.mm
2
/coupe pour les explants cervicaux ou une moyenne de 4,14mm

2
/coupe  pour les explants 

colorectaux (a : numération des cellules dans l’exocol à J0 ; b : numération des cellules dans la muqueuse 

colorectale à J0 ; c : numération des cellules dans la sous-muqueuse colorectale à J0 ; d : numération des 

cellules dans l’exocol à J7). 
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Figure 10: Immunofluorescence pour la détection de cellules infectées par le VIH.   

 

La colocalisation des cellules marquées a été effectuée à J7 après infection. Les cellules positives pour la 

protéine de capside p24 (Alexa Fluor 488 –fluorescence verte) et les marqueurs CD3 ou CD163 (Alexa 

Fluor 594 –fluorescence rouge) ont été visualisés dans les tissus d’exocervix et de colon. La fluorescence 

du noyau a été realisée par DAPI (fluorescence bleue). Co-localisation de la p24 avec le marqueur CD163 

(a) et avec le marqueur CD3 (b).  Les observations microscopiques ont été réalisées au grossissement x63.  
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