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I. Le Virus de l’Immunodéficience Humaine, généralités 

Les premiers travaux de recherche sur le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) ont débuté 

au début des années 80, et c’est en 1983 que l’agent responsable du Syndrome d’Immunodéficience 

Acquise (SIDA) fut pour la première fois isolé, produit et mis en évidence par microscopie (Barre-

Sinoussi et al., 1983) (Figure 1). Cette découverte a valu aux français Françoise Barré-Sinoussi et Luc 

Montagnier le prix Nobel de médecine en 2008.  

         Figure 1 : Mise en évidence du VIH-1 dans les lymphocytes 

         Première image de microscopie électronique à transmission du bourgeonnement de  

         particules virales dans un lymphocyte T CD4 infecté (Barre-Sinoussi et al., 1983) 

 

A. La pandémie du SIDA en quelques chiffres 

Etat des lieux 

         Les premiers cas d'infection par le VIH ont été mis en évidence en 1981 parmi des hommes 

ayant des rapports sexuels avec des hommes (HSH) vivant dans des centres urbains nord-américains, 

notamment New York, Los Angeles et San Francisco. 

Par la suite, des cas de SIDA ont été identifiés en Afrique sub-saharienne et la pandémie mondiale de 

VIH a commencé à prendre de l'ampleur. L’épidémiologie mondiale du VIH / SIDA a évolué au cours 

des trois dernières décennies. Depuis 2001, l’incidence mondiale de l’infection à VIH s’est stabilisée 

et a commencé à diminuer dans de nombreux pays développés. En 2017, 36.9 millions de personnes 

vivaient avec le VIH et l’Afrique subsaharienne est considérée comme l’épicentre de l’épidémie avec 

25.6 millions d’individus infectés. On estime que 1.8 million de personnes ont été nouvellement 
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infectées cette même année, l’Afrique subsaharienne concentrant près des deux tiers des nouveaux 

cas d’infection (rapport ONUSIDA 2017). En 2015, le programme commun des Nations Unies sur le 

VIH/SIDA (ONUSIDA) a publié l’objectif « 90-90-90 » visant à ce qu’en 2020, 90% des personnes 

infectées connaissent leur statut VIH, que parmi elles 90% soient sous traitement antiviral, et que 

90% de personnes traitées par antirétroviraux aient leur charge virale indétectable, afin de mettre fin 

à l’épidémie du SIDA d’ici 2030 (UNAIDS, 2013). En 2017 les chiffres étaient encore loin du compte. 

Soixante-quinze pourcent des personnes vivant avec le VIH connaissaient leur statut, parmi elles 79% 

avaient accès à un traitement et 81% ont vu leur charge virale supprimée (ONUSIDA, 2017).  

Voies de transmission du VIH et populations à risque 

Le VIH se transmet principalement lors de l’exposition des muqueuses à un fluide contaminant 

tel que le sang, le sperme, les sécrétions vaginales ou le lait maternel. La contamination se fait à 

l’occasion de rapports sexuels non protégés, lors d’une transfusion de sang contaminé, lors de 

l’échange de seringues contaminées, ou de la mère à l’enfant pendant la grossesse, l’accouchement 

ou l’allaitement. La transmission par voie sexuelle est la principale voie de transmission du virus 

puisqu’elle est à l’origine de plus de 80% des nouvelles infections. Selon les régions du monde, la 

prévalence associée aux différents modes de transmission sexuelle diffère. Dans les pays développés 

(USA, Canada, Europe, Australie, Nouvelle Zélande, certains pays d’Asie et d’Amérique du Sud), les 

homosexuels, exposés par voie rectale et par le pénis, constituent la population la plus infectée. Au 

contraire, dans les pays en voie de développement (Afrique sub-saharienne, Caraïbe, Océanie, 

Chine), la transmission hétérosexuelle est la plus fréquente (ONUSIDA 2017). Alors que de façon 

globale le nombre de nouvelles infections recule chaque année, le nombre de nouveaux diagnostics 

de VIH chez les HSH semble être stable ou en possible augmentation dans la plupart des pays où les 

données sont disponibles (Huynh and Gulick, 2018), et notamment en France (Figure 2), soulignant la 

sensibilité particulière de cette population à l’infection VIH. Bien que communément associée à la 

population homosexuelle, la transmission colorectale ne concerne pas que ces derniers. On estime 

que 30% des femmes ont des rapports anaux insertifs non protégés (HALPERIN, 1999; Ham et al., 

2015). Au regard de ces chiffres, il est primordial de comprendre l’ensemble des mécanismes 

conduisant à la transmission sexuelle du virus et particulièrement au niveau colorectal afin de 

développer de nouvelles stratégies de prévention pour atteindre les objectifs ambitieux fixés par 

l’ONUSIDA et l’OMS pour 2030 : zéro nouvelle infection, zéro discrimination et zéro décès liés au 

SIDA. 
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Figure 2 : Evolution du nombre de cas de découverte de séropositivité en  

France dans la population générale et dans la population homosexuelle depuis 2003. 

Adapté de Santé Publique France DO VIH au 30 juin 2017   

(http://vih.org/20171129/vih-en-france-en-2017/139817) 

 

B. Notions de base sur le VIH  

Le VIH est un lentivirus appartenant à la famille des Retroviridae. C’est un virus enveloppé, dont 

la capside protège un génome constitué de 2 copies d’acide ribonucléique (ARN) simple brin de 

polarité positive, d’une taille d’environ 10kb. Comme tous les rétrovirus, le cycle réplicatif du VIH se 

caractérise par la transcription de son génome ARN en acide désoxyribonucléique (ADN) à l’intérieur 

de la cellule hôte grâce à la transcriptase inverse virale et l'intégration de l'ADN viral dans les 

chromosomes de la cellule hôte. On parle alors d’ADN proviral, à partir duquel les ARN viraux 

messagers et génomiques vont être transcrits. Le bourgeonnement de nouvelles particules virales se 

fait à la membrane plasmique de la cellule hôte infectée. 

VIH-1 et VIH-2 

Il existe deux types de virus de l’immunodéficience humaine, le VIH-1 et le VIH-2. Le VIH-2 

possède des caractéristiques génétiques, structurales et antigéniques proches du VIH-1. Ce virus 

possède entre 30 et 60% d’homologie avec le VIH-1 (Guyader et al., 1987). Cependant sa charge 
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virale dans le sang est faible voire indétectable, sa transmission est moins efficace et la progression 

vers le syndrome d’immunodéficience est beaucoup plus lente comparée à celle retrouvée chez les 

patients infectés par le VIH-1 (Makvandi-Nejad and Rowland-Jones, 2015). La répartition 

géographique de l’infection par le VIH-2 est limitée à l’Afrique de l’Ouest (Azevedo-Pereira and 

Santos-Costa, 2016), alors que le VIH-1 s'étend à travers le monde et il est responsable d’environ 95% 

des infections à VIH. Les travaux présentés concernent la transmission du VIH-1, c’est pourquoi nous 

nous intéresserons exclusivement à ce dernier dans la suite de cette introduction.  

Récepteur, corécepteurs et cellules cibles du VIH-1 

Les lentivirus sont des rétrovirus non oncogènes qui infectent principalement les cellules du 

système immunitaire. Ils sont responsables de maladies chroniques, à évolution lente, caractérisées 

par une immunodéficience (pour revue (Durand and Cimarelli, 2011)). Les principales cibles 

cellulaires du VIH sont les lymphocytes T CD4 +, les cellules de la lignée des macrophages et les 

populations de cellules dendritiques myéloïdes (mDC), plasmacytoïdes (pDC) et les cellules de 

Langerhans (Wu and KewalRamani, 2006). L’entrée du virus dans ces cellules se fait principalement 

suite à la reconnaissance de la molécule CD4 qui joue le rôle de récepteur pour l'entrée virale et des 

récepteurs de chimiokine CCR5 et CXCR4 qui fonctionnent comme des corécepteurs. 

En fonction de l'utilisation de tel ou tel corécepteur, les souches de VIH-1 sont définies 

comme étant à tropisme R5, X4 ou « dual tropique » R5X4 (Berger et al., 1999). Les corécepteurs 

CXCR4 et CCR5 ne sont pas exprimés de la même manière à la surface des lymphocytes et des 

macrophages. En effet, les lymphocytes T expriment davantage le corécepteur CXCR4 et les 

macrophages le corécepteur CCR5 justifiant une infection plus importante de ces cellules par les 

souches correspondantes. Les cellules dendritiques expriment les deux types de corécepteurs (Lee et 

al., 1999), mais la permissivité à l’infection varie en fonction du sous-type de DC étudié et de la 

souche virale. En effet, les virus de type R5 infectent plus efficacement les mDC que les souches X4 

probablement du fait de l’expression majoritaire de CCR5 à la surface de ces cellules par rapport au 

CXCR4 (Patterson et al., 2001; Zaitseva et al., 1997). Les virus à tropisme R5 sont majoritairement 

transmis par voie sexuelle et sont prédominants au début de l’infection. Puis, au cours de la maladie, 

des virus à tropisme X4 et à tropisme R5X4 émergent. Ces derniers, plus virulents, se répliquent plus 

rapidement et sont associés au déclin des LT CD4+ (pour revue (Margolis and Shattock, 2006; Naif, 

2013)). 

En outre, l'entrée du VIH peut se faire, au moins in vitro, dans des cellules CD4 négatives 

appartenant aux compartiments immunitaires et non immunitaires (Olinger et al., 2000). L’entrée du 

virus dans les cellules CD4 négatives se fait via des récepteurs alternatifs capables de fixer le VIH-1 et 
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dans de nombreux cas de l’internaliser. Trois grandes familles de récepteurs alternatifs ont été mises 

en évidence : 

- le galactosylcéramide (GalCer) ou les dérivés apparentés en particulier les formes sulfatées, qui sont 

principalement exprimés par les cellules épithéliales neurales (Bhat et al., 1991) et colorectales (Yahi 

et al., 1992); 

- les lectines de type C comprenant les « Macrophages Mannose Receptors » (MMR), les « Mannose 

Binding Lectin » (MBL), les langerines et enfin, la molécule DC-SIGN qui sont exprimés par les 

populations myéloïdes incluant les monocytes, les macrophages les cellules dendritiques et les 

granulocytes (J Hart Masato Kato et al., 2018) ; 

- les héparanes sulfate de protéoglycane (HSPG) qui se composent de trois familles : les 

syndéglycanes, les glypicanes et les perlécanes que l’on retrouve au niveau des membranes des 

cellules épithéliales et des fibroblastes (Sarrazin et al., 2011). 

A cela s’ajoutent d’autres molécules pouvant également servir de corécepteur et permettre l’entrée 

de certains variants de VIH-1 in vivo (pour revue (Berger et al., 1999; Pollakis and Paxton, 2012)). 

 

C. La dissémination virale  

D‘une manière générale, après avoir franchi la barrière épithéliale, le virus se multiplie dans les 

cellules cibles immunitaires sous-muqueuses, atteint les ganglions lymphatiques puis dissémine dans 

l’ensemble de l’organisme (Figure 3). La fenêtre de temps entre l’entrée du virus dans l’organisme et 

sa détection dans le sang, varie selon la voie muqueuse d’entrée. Des études in vivo chez le macaque 

ont permis d’appréhender les premières étapes de l’infection et de la dissémination muqueuse du 

VIH/VIS.  

Au niveau vaginal, une fois que le virus a traversé la barrière épithéliale, il va ensuite pouvoir 

infecter les lymphocytes T de la lamina propria. Là, une réplication virale s’initie pendant 3 à 4 jours, 

en parallèle d’une dissémination aux cellules cibles voisines (macrophages, DC) qui sont recrutées 

grâce aux stimuli inflammatoires engendrés par l’infection. L’atteinte des ganglions lymphatiques se 

fait rapidement après infection notamment via la migration des DC qui vont transporter le virus et 

jouer un rôle d’activateur pour les lymphocytes T sur place. Il faut attendre 5 à 6 jours post-infection 

avant de détecter une réplication virale active dans ces derniers (pour revue (Hansasuta and 

Rowland-Jones, 2001; Keele and Estes, 2014)). Une étude s’est intéressée spécifiquement à la 

dissémination virale suite à l’inoculation intra vaginale de cellules infectées. Elle a mis en évidence 

une dissémination très rapide des cellules infectées, puisque dès 21h post-exposition, des cellules 



8 

 

 

étaient retrouvées au niveau des ganglions axillaires. Dès 48h, on retrouve du virus (en très petite 

quantité) dans les cellules immunes circulantes (Salle et al., 2010).       

Au niveau colorectal, la dissémination se fait également rapidement. Après la traversée de la barrière 

épithéliale, les premières cibles détectées sont des lymphocytes T, des macrophages et des DC 

présentes dans la lamina propria. Seulement 4h après inoculation intra rectale chez le macaque, les 

agrégats lymphoïdes sont atteints, ainsi que les cellules cibles de la lamina propria. Une réplication 

locale s’enclenche et on retrouve du virus au niveau des ganglions axillaires et également dans les 

cellules circulantes dès 24h post-exposition (Ribeiro Dos Santos et al., 2011; Sui et al., 2016). 

Au vu de ces données, la transmission colorectale est, sur bien des aspects, une voie de transmission 

privilégiée pour le virus, c’est pourquoi je m’y suis spécifiquement intéressée au cours de ma thèse.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Etape de la dissémination du VIH-1 lors de la transmission au niveau des muqueuses du tractus 

génital féminin et colorectale 

En quelques heures le virus peut franchir la barrière épithéliale (mono ou pluristratifiée) et infecter les cellules 

du stroma. La population de cellules infectées se développe et l’infection se propage aux cellules 

environnantes, il y a ainsi production de virus. L’infection se dissémine alors aux ganglions lymphatiques et 

engendre une infection systémique.  

Source : adapté de Haase, 2010 
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II. Transmission muqueuse du VIH 

Lors d’une transmission sexuelle, le VIH peut pénétrer dans l’organisme via les différentes 

muqueuses génitales ou les muqueuses anale et colorectale. Spécifiquement chez la femme, les 

muqueuses du vagin et du col de l’utérus (exocol et endocol) représentent les principales portes 

d’entrée du virus dans l’organisme. L’endomètre et les trompes de Fallope sont également suspectés 

d’être des sites d’entrée potentiels, bien que leur exposition aux pathogènes présents dans le 

sperme n’a pas été clairement établie (Louissaint et al., 2012a). Spécifiquement chez l’homme, les 

muqueuses du prépuce, qui couvrent le gland du pénis, ainsi que l’urètre sont décrites comme des 

voies d’entrée du virus dans l’organisme  (Ganor et al., 2010) (pour revue (Ganor and Bomsel, 2010)). 

La circoncision est associée à une réduction du risque d'infection par le VIH d'environ 40%. Cette 

protection est plus forte chez les hommes hétérosexuels, puisque les hommes circoncis présentent 

un risque réduit de 72% par rapport aux hommes homosexuels circoncis dont le risque est réduit de 

20% (pour revue (Sharma et al., 2018)). Chez l’homme et la femme, la muqueuse colorectale 

représente la voie d’entrée du virus la plus perméable au passage du VIH (Tableau 1). Les cellules 

épithéliales muqueuses constituent une première barrière physique à l’environnement extérieur, 

plus ou moins efficace selon l’épaisseur de l’épithélium et l’organisation des cellules. Elles 

représentent également une barrière chimique avec la sécrétion de cytokines/chimiokines et de 

molécules à activité antimicrobienne, et jouent ainsi un rôle critique dans la défense de l’organisme 

face aux pathogènes. D’une manière générale, les muqueuses susceptibles d’être exposées à un virus 

sexuellement transmissible comportent des épithélia mono ou pluristratifiés, plus ou moins 

kératinisés, qui reposent sur une lamina propria riche en fibroblastes, en cellules immunitaires, 

composées à majorité de lymphocytes T, macrophages et DC, ainsi que de vaisseaux sanguins bordés 

par l'endothélium et enveloppés d’une couche de cellules musculaires.  

Tableau 1 : Risque de transmission par acte sans protection ni prise de traitements antirétroviraux 

(ARV), d’après Patel et al. (2014) 

Mode de transmission 
Risque pour 10 000 expositions à 

une source infectée 

Transmission sexuelle 

 Rapport sexuel anal réceptif 

 Rapport sexuel anal insertif 

 Rapport sexuel vaginal réceptif 

 Rapport sexuel vaginal insertif 

 Rapport sexuel oral 

 

 

138 

11 

8 

4 

faible 

Transmission verticale 

 Mère à l’enfant  

 

2260 
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A. Muqueuses anales et colorectales 

Dans ce chapitre, je décrirai en détails l’organisation des muqueuses anales et colorectales, leur 

composition en cellules cibles du VIH, ainsi que leurs mécanismes de défense propres. Je présenterai 

ensuite les différents modèles in vitro et ex vivo existant pour l’étude de la transmission du VIH à 

travers ces muqueuses. 

 

i. Organisation des épithélia des muqueuses anales et colorectales 

Au niveau de son organisation histologique, la muqueuse anale est formée d’un épithélium 

pluristratifié et kératinisé. La muqueuse colorectale quant à elle, située juste en amont de la 

muqueuse anale, est formée d’un épithélium cylindrique monostratifié recouvert d’une couche de 

mucus allant de 80 à 500 µm d’épaisseur (Corazziari, 2009). Cet épithélium de revêtement se 

compose en majorité de cellules caliciformes secrétant le mucus, qui s’invaginent dans la muqueuse 

en cryptes de Lieberkühn. Entre les muqueuses anales et colorectales, la zone de transition ou 

jonction anorectale se compose d’un épithélium pluristratifié non kératinisé (Iwasaki, 2010; Keele 

and Estes, 2014) (Figure 4). 

 

 

Figure 4 : Anatomie et coupes histologiques du colon et du 

rectum. 
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D’une manière générale, l’architecture des épithélia monostratifiés, tel que l’épithélium 

colorectal, est maintenue par un ensemble de jonctions intercellulaires, formées par les 

desmosomes, les jonctions adhérentes et les jonctions serrées, qui assurent la liaison physique entre 

les cellules, tout en permettant les échanges entres elles (Figure 5). Ces jonctions permettent aussi 

de limiter la translocation de pathogènes et de toxines présents du côté luminal de la barrière 

(Groschwitz and Hogan, 2009). Malgré l’expression de jonctions serrées entre les cellules épithéliales, 

les épithélia monostratifiés, moins épais, sont plus fragiles que les épithélia pluristratifiés et donc 

plus susceptibles à la formation de brèches. A l’inverse, des jonctions plus lâches sont observées dans 

les épithélia pluristratifiés, ce qui favorise l’infiltration de ces épithélia par les cellules immunitaires, 

potentiellement cibles de virus telles que le VIH, favorisant de fait la propagation de l’infection virale 

(pour revue (Shen et al., 2014)).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Jonctions intercellulaires impliquées dans le maintien des barrières épithéliales 

Adapté de Groschwitz et al., 2009 

 

 

ii. Les cellules épithéliales colorectales 

Les cellules épithéliales sont les premières cellules au contact du virus contenu dans les 

secrétions contaminées par le VIH. Leur infection productive a été largement débattue. Des études in 

vivo dans le modèle simien et l’analyse de biopsies rectales de patients infectés par le VIH-1 ont 
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abouti au consensus actuel selon lequel les cellules épithéliales de la muqueuse rectale ne sont pas 

infectées de façon productive par le VIH-1 (pour revue (Ullrich et al., 1998)). Néanmoins, il est admis 

que le virus peut en tirer profit pour sa dissémination aux cellules cibles sous-épithéliales. En effet, 

les cellules épithéliales intestinales et colorectales montrent une absence d’expression du récepteur 

cible CD4 (Omary et al., 1991) et une expression préférentielle du corécepteur CCR5 plutôt que 

CXCR4 (Dwinell et al., 1999; Meng et al., 2002). En revanche, elles expriment différents récepteurs 

alternatifs qui permettent l’entrée du virus. Elles expriment par exemple le récepteur GalCer 

(galactosylceramide) ou les HSPG (Heparan Sulfate proteoglycans) (Fantini et al., 1993; Wei et al., 

2015). On trouve également à leur surface luminale la glycoprotéine gp340. Cette protéine est 

dérivée d’une protéine soluble, l’agglutine salivaire (SAG), qui est une glycoprotéine de 340kDa 

appartenant à la super famille des DMBT1/Récepteur scavenger riche en cystéines et impliquée dans 

les défenses immunes. Elle peut être excrétée par les cellules épithéliales colorectales ou retrouvée à 

leur surface (Patyka et al., 2015). Dans ce cas, elle facilite entre autre la liaison du virus aux cellules 

épithéliales et par conséquent sa transmission (Stoddard et al., 2007). 

Les cellules épithéliales colorectales expriment aussi une panoplie de molécules d’adhésion 

potentiellement impliquées dans la transmission cellule-cellule du VIH (transmission sur laquelle 

nous reviendrons en détail en partie II.B.iv). Ainsi, l’expression de JAM-A (Cavarelli et al., 2013), E-

Cadherine (Cepek et al., 1994), CD44 (Brazil et al., 2010), CD29 (Rodriguez-Juan et al., 2001), Mac-1 

(CD18/CD11b) (Davidson and Douglas, 1998; Hussain and Lehner, 1995) à la surface des cellules 

épithéliales colorectales primaires et/ou immortalisées est largement décrite. En revanche, il existe 

d’autres molécules dont l’expression est controversée. ICAM-1 est retrouvée sur l’épithélium 

colorectal sain par l’équipe de Davidson et al., alors qu’il apparait aujourd’hui qu’elle n’est exprimée 

par ces cellules qu’en contexte inflammatoire (Vainer et al., 2003). Le panel d’expression des divers 

récepteurs alternatifs, et autres molécules d’adhésion fait de ces cellules épithéliales un acteur 

important dans la transmission du VIH, que ce soit à partir de cellules infectées des sécrétions ou par 

le biais de particules virales libres (mécanismes détaillés en II).  

 

iii. Répartition des cellules du système immunitaire dans la muqueuse colorectale 

De nombreuses cellules immunitaires sont présentes dans la muqueuse colorectale, telles que 

des lymphocytes T, population la plus abondante dans le colon et le rectum (McElrath et al., 2013), 

des lymphocytes B principalement producteurs d’IgA (Abreu, 2010), des cellules Natural Killer (NK), 

des DC de type Langerhans, des éosinophiles résidents (Preza et al., 2014) et de nombreux 

macrophages CD14+ CD68+ CD163+ et DCSIGN+ de phénotype M2 (anti-inflammatoires). Cette 
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diversité de cellules immunitaires fait de cette muqueuse un site privilégié pour l’entrée de virus 

ciblant les cellules immunitaires tels que le VIH (Isidro and Appleyard, 2016; Preza et al., 2014). Une 

étude s’intéressant aux cellules présentatrices d’antigène (APC) dans la muqueuse colorectale a 

montré la présence de DC de type Langerhans dans l’épithélium colorectal, localisées entre les 

cellules caliciformes (Preza et al., 2014). Ces cellules présentent un phénotype immature puisqu’elles 

n’expriment pas les marqueurs classiques de maturation des cellules dendritiques, CD83 et CD208, et 

sont retrouvées de manière beaucoup plus importante dans la muqueuse colique par rapport à la 

muqueuse rectale, ce qui laisse suggérer une susceptibilité différente à l’infection par le VIH-1 de ces 

2 muqueuses. Preza et al. montrent également que les macrophages/monocytes, caractérisés par les 

marqueurs CD163, CD14, CD68 et CD209, constituent la population majeure d’APC dans le rectum et 

le colon sigmoïde, puisqu’ils sont jusqu’à 7 fois plus nombreux que les DC (Preza 2014). Aussi de 

façon intéressante, il est décrit que le rectum contient 3 fois plus de macrophages CD68+ exprimant 

le corécepteur CCR5, que le colon (McElrath et al., 2013). Les macrophages rectaux seraient donc 

plus sensibles à l’infection par le VIH-1 que les macrophages du colon. Toutefois, ces données restent 

controversées, Fletcher et al. ayant montré des différences mineures entre le rectum et le colon 

sigmoïde, avec une tendance à une expression légèrement plus élevée de CCR5 et de HLA-DR dans 

les cellules du colon sigmoïde (Fletcher et al., 2006). 

Les lymphocytes T sont présents à la fois dans la lamina propria et enchâssés dans la 

membrane épithéliale du colon et du rectum. Ces derniers sont appelés lymphocytes 

intraépithéliaux, et ils exercent un rôle majeur dans la captation du virus. Il est décrit qu’au moins 

une partie de ces lymphocytes intraépithéliaux expriment le récepteur γδ (Dalton et al., 2006). De 

larges agrégats lymphoïdes composés de lymphocytes T CD4+ et CD8+ sont retrouvés dans la lamina 

propria, adjacent à la zone de jonction anorectale et en bordure sous-épithéliale (Iwasaki, 2010; 

Preza et al., 2015). Les lymphocytes T de la muqueuse colorectale (intraépithéliaux ou dans la lamina 

propria) présentent un phénotype mémoire, ce qui les rend particulièrement susceptibles à 

l’infection par le VIH (Schieferdecker et al., 1992). La population de cellules T CD4 α4β7, retrouvée 

dans le tractus gastro-intestinal et par conséquent dans la muqueuse colorectale, a été décrite 

comme une cible majeure du VIH/SIV, principalement lors de la phase aigüe de l’infection (Cicala et 

al., 2009; Kader et al., 2009; Martinelli et al., 2013). Il est par ailleurs estimé que 60% des 

lymphocytes de la muqueuse colorectale expriment les corécepteurs CCR5, CXCR4 ou les deux (Elliott 

et al., 2018).  
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iv. Les mécanismes de défense des muqueuses  

Les cellules épithéliales de la muqueuse colorectale secrètent de nombreux facteurs 

biologiques assurant et renforçant cette barrière épithéliale, un état des lieux de leur arsenal de 

défense s’impose donc. 

Mucus et mucines 

Le mucus colorectal recouvre la face interne de la muqueuse colorectale en deux couches 

distinctes. Une première couche, plus dense, stérile et solidement attachée à l’épithélium qui agit 

comme une barrière entre la couche de cellules épithéliales et la population microbienne présente 

dans le colon. Elle est recouverte d’une seconde couche plus épaisse, moins dense, moins adhérente 

et colonisée par les bactéries (Antoni et al., 2013; Sellers and Morton, 2014). Celle-ci est 

constamment renouvelée puisque dégradée par les bactéries et les enzymes locales (Sellers and 

Morton, 2014). Le mucus, d’une manière générale est composé essentiellement d’eau (~ 65%) mais 

également de lipides, d’acides nucléiques, de débris cellulaires, d’ions et de protéines dont les 

mucines, qui sont des protéines hautement glycosylées et dont la principale caractéristique est leur 

capacité à former des gels (Corazziari, 2009). Dans le colon, MUC2 est la principale mucine secrétée 

par les cellules caliciformes de la muqueuse, avec dans une moindre mesure MUC5B et MUC6 

(Sellers and Morton, 2014). Il existe également des mucines membranaires dont MUC1, MUC3 et 

MUC4 sont les principaux exemples, même si l’on pourrait ajouter MUC11 et MUC17 (Gaudier and 

Hoebler, 2006). Chaque mucine possède des fonctions directement liées au maintien de l’intégrité de 

la barrière épithéliale qui ne seront pas détaillées dans ce manuscrit [pour revue (Gaudier and 

Hoebler, 2006)). Il est néanmoins important de retenir qu’une des fonctions majeures du mucus est 

de retenir les microorganismes et les polluants à la surface des épithéliums participant ainsi à leur 

protection. Le pH du mucus rectal est neutre, et ce dernier est activement secrété en réponse à 

l’insertion de matériaux non iso-osmolaires ou de pH non neutre en vue de rétablir l’iso-osmolarité 

et la neutralité ambiante (Ham et al., 2015).  

Facteurs antimicrobiens 

En plus des mucines, les secrétions des muqueuses contiennent différentes protéines et 

peptides à activité antimicrobienne (AMP) qui peuvent directement lier et tuer les microorganismes 

avant qu’ils ne puissent atteindre la couche épithéliale. Certain(e)s de ces peptides/protéines 

présentent une activité anti-VIH.  
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Les défensines et les cathélicidines sont les deux plus grandes familles de peptides 

antimicrobiens chez l’homme (Jäger et al., 2010). Les défensines sont divisées en trois groupes, α-, β- 

et θ- défensines (Mayumi K. Holly et al., 2017). Il s’agit de petits peptides cationiques à action 

antibactérienne, antifongique et antivirale qui sont soit produits constitutivement, soit induits par 

des stimuli pro-inflammatoires, des microbes ou leurs produits. Les défensines exercent une activé 

anti-VIH en se liant directement au virus ou en bloquant sa réplication en inhibant la voie de 

signalisation impliquant la protéine kinase C (α-défensine) (Furci et al., 2012). Elles peuvent 

également empêcher l’entrée du virus dans la cellule cible via la diminution de l’expression du 

corécepteur d’entrée CXCR4 (β-défensine) (Mayumi K. Holly et al., 2017). Les cathélicidines sont 

également des peptides cationiques à action anti-bactérienne, anti-fongique, anti-cancer, anti-

inflammatoire et à activité immuno-modulatoire. Seule la cathélicidine LL-37 a été identifiée chez 

l’homme. Elle est notamment produite par les cellules épithéliales du colon (Antoni et al., 2013), et 

présente une activité inhibitrice sur la réplication du VIH en agissant en particulier sur la reverse 

transcription du génome viral (Ng et al., 2015).   

 

Aux défensines et cathélicidines viennent s’ajouter la lactoferrine, la trappin/elafine, les 

protéines SLPI (secretory leukocytes protease inhibitor) et les enzymes telles que le lysozyme, qui 

sont d’autres protéines à activité antimicrobienne et anti-HIV présentes dans le mucus colorectal 

(Antoni et al., 2013; Romas et al., 2014). 

La lactoferrine agit en inhibant l’activité de la reverse transcriptase, bloquant ainsi la bonne 

réplication du virus (Ng et al., 2015). Plus récemment, il a également été montré que la lactoferrine 

présente dans le mucus colorectal peut se lier au DC-SIGN des cellules dendritiques, bloquant ainsi la 

liaison des cellules dendritiques au virus et donc sa transmission aux cellules cibles de la muqueuse 

(Stax et al., 2015). La trappin-2/elafine inhibe l’infection par le VIH en interagissant directement avec 

le virus (Ghosh et al., 2010). Les protéines SLPI sont des membres de la famille des trappines et sont 

secrétées au niveau des muqueuses par les cellules épithéliales, les neutrophiles et les macrophages 

activés. Elles sont retrouvées dans de nombreuses secrétions dont le mucus colorectal. Les SLPI 

interagissent avec les protéines membranaires du pathogène et peuvent ainsi interférer avec l’entrée 

du virus et la fusion des membranes (Ghosh et al., 2010). Enfin, le lyzozyme est une enzyme 

antibactérienne qui agit par clivage des peptidoglycanes. C’est une protéine cationique qui peut 

interagir avec les membranes cellulaires et notamment avec le récepteur CD4 et bloquer l’entrée du 

VIH et donc sa réplication (Behbahani et al., 2018).  
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Les composants du complément sont également présents dans les secrétions colorectales 

(Romas et al., 2014). Ils sont produits de manière locale principalement par les cellules épithéliales et 

sont retrouvés sous leur forme native (c’est-à-dire non clivée). Le système du complément est un 

groupe de 25 protéines appartenant au système immunitaire inné. De façon générale, le rôle de ce 

système est de stimuler l’inflammation, l’opsonisation et la lyse des pathogènes et des cellules 

infectées permettant ainsi leur élimination. Paradoxalement, il a été démontré que le système du 

complément augmente le risque d’infection par le VIH. En effet, le virus opsonisé peut échapper à la 

lyse et détourner cette opsonisation à son avantage pour faciliter son interaction avec les récepteurs 

au complément CR3 et CR4 présents à la surface des cellules dendritiques, capables en aval de 

provoquer la dissémination du virus aux autres cellules cibles de la muqueuse (Bouhlal et al., 2002). 

Les Immunoglobulines (Ig) 

Les secrétions colorectales contiennent d’autres facteurs participant à la défense de la 

muqueuse contre les pathogènes, et notamment des immunoglobulines : les IgA, les IgG et les IgM. 

Les IgA sont de loin les immunoglobulines les plus abondantes présentes dans le fluide colorectal, 

suivie des IgG (Mestecky, 2007). Ces anticorps sont produits par des plasmocytes présents dans la 

lamina propria de la muqueuse colorectale et sont transportés dans des vésicules d’exocytose suite à 

leur liaison avec un récepteur cellulaire présent au niveau des cellules épithéliales, le pIgR, 

polymeric-imunioglobulin réceptor dans le mucus rectal (Strugnell and Wijburg, 2010). Ces 

immunoglobulines poly-spécifiques peuvent reconnaître différents épitopes, et bien que leur 

efficacité soit faible et qu’elles ne bloquent pas complètement les pathogènes, elles permettent une 

réponse rapide face à l’infection. Trois mécanismes d’élimination des pathogènes ont été décrits 

(Strugnell and Wijburg, 2010)  (Figure 6): 

- les Ig se fixent au virus dans la lumière de la muqueuse et forment un complexe immun. Le virus se 

retrouve piégé et éliminé dans le mucus. Ce mécanisme qualifié d’exclusion immune empêche donc 

l’attachement à et/ou l’invasion des cellules épithéliales; 

-les IgA contenues dans les vésicules d’exocytose exprimant le récepteur pIgR responsable de leur 

adressage du côté luminal de la muqueuse peuvent neutraliser les pathogènes qui ont pénétré les 

cellules épithéliales; 

- les IgA présentes dans la lamina propria participent aussi à l’excrétion des antigènes présents dans 

ce compartiment puisqu’elles les reconnaissent et les transportent ensuite à la surface luminale des 

cellules épithéliales. 
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Figure 6 : Mécanismes de défense des muqueuses par les immunoglobulines 

a. Exclusion immune  

Les immunoglobulines de sécrétion (SIg) se lient aux antigènes (dérivés d'agents pathogènes) et empêchent ou 

inhibent leur fixation aux cellules épithéliales et / ou leur envahissement. 

b. Neutralisation intracellulaire 

Le complexe récepteur pIgR - IgA  entraine la neutralisation intracellulaire des agents pathogènes qui ont 

envahi les cellules épithéliales. 

c. Excrétion des antigènes 

Les anticorps sécrétoires interviennent dans l'élimination des antigènes de la lamina propria de la muqueuse. 

Les antigènes sont liés aux IgA dimériques et sont ensuite transportés par endocytose à la surface luminale des 

cellules épithéliales pour une libération dans la lumière de la muqueuse. 

 

Flore endogène 

La flore microbienne, présente à la surface de toutes les muqueuses, joue un rôle important 

dans le maintien de l’homéostasie et de l’intégrité épithéliale. La flore du tractus gastro-intestinal 

dans laquelle plus de 1000 espèces de bactéries ont été identifiées joue un rôle dans la réponse 

immunitaire et le renouvellement des cellules de la muqueuse, puisque certaines bactéries   

commensales ou leurs métabolites peuvent réguler la prévalence et/ou l’état d’activation de 

certaines cellules immunitaires de la muqueuse. On  retrouve dans cette flore gastro-intestinale 4 

populations majoritaires de bactéries : les Firmicutes, les Bacteroidetes, les Actinobactéries et les 

Proteobactéries (Iwasaki, 2010). A ce jour, une seule étude récente menée chez le macaque a 
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démontré un lien entre microbiote et sensibilité à l’infection par le SIV (Virus de l’Immunodéficience 

Simienne). En effet, d’après les auteurs, en fonction du microbiote, les populations de cellules cibles 

présentes dans la muqueuse diffèrent, ainsi que dans leurs niveaux d’activation immuns, ce qui serait 

à l’origine d’une sensibilité différente des macaques à la transmission rectale du SIV (Sui et al., 2018).  

Les PRR 

Comme sur les autres surfaces muqueuses, de multiples récepteurs de reconnaissance des 

pathogènes (PRR) exprimés par différents types cellulaires assurent la surveillance de la barrière 

colorectale. Les recherches de ces vingt dernières années ont identifié plusieurs membres de la 

famille des PRR incluant les Toll-Like Récepteurs (TLR) exprimés à la membrane plasmique ou 

endosomale, les Retinoic acid-inductible Gene-1 Like Receptors (RLRs) et les Nucleotide-binding 

Oligomerization Domain-Like Receptorrs (NLR) que l’on retrouve dans le cytosol (Onyiah and Colgan, 

2016). D’une manière générale, la reconnaissance d’un antigène viral ou bactérien par les PRR 

conduit à la sécrétion d’un panel de cytokines pro inflammatoires (IL-6, IL-8, TNF, SDF-1…), de -

chimiokines (MIP-1 et -1…), mais également d’interféron  qui joue un rôle majeur dans la mise en 

place de l’immunité antivirale (pour revues (Nguyen et al., 2014; Sellers and Morton, 2014)). Ainsi, 

l’activation des PRR a pour double rôle de répondre directement aux pathogènes et de signaler 

l’agression en cours aux cellules du système immunitaire inné et acquis.  

Les cellules épithéliales du colon expriment un large panel de PRR, les TLR-1 à 9 (Abreu, 

2010). Notons toutefois que les TLR 2 et 4 (qui reconnaissent spécifiquement les lipoprotéines et 

lipopolysaccharides bactériens) sont exprimés à de faibles niveaux par les cellules épithéliales 

colorectales, à la différence des TLR 3 et 5 (qui reconnaissent respectivement les ARN double brins et 

la flagelline des bactéries), abondamment exprimés (Onyiah and Colgan, 2016).  

Cytokines et chimiokines 

Contrairement au tractus génital féminin, peu d’études décrivent les cytokines et chimiokines 

produites par les cellules épithéliales colorectales exposées à un pathogène. Les cellules épithéliales 

colorectales, ainsi que des cellules immunes comme les lymphocytes Tγδ retrouvées dans la 

muqueuse rectale (Groschwitz and Hogan, 2009), produisent à la fois des facteurs anti-

inflammatoires tels que TFF2 (Trefoil Factor 2), IL10, TGF-β et des cytokines pro-inflammatoires : IL-

1α,IL-1β, IL6, IL-8 et TNF-α. Paradoxalement, les cytokines pro-inflammatoires ont un effet 

facilitateur de l’infection en attirant par chimiotactisme les cellules immunitaires, cibles du virus, au 

site de l’infection, favorisant ainsi la propagation virale (Nguyen et al., 2014). De plus, l’activation des 

PRR dans les cellules épithéliales induit la production d’interférons (Andrews et al., 2018) qui, dans le 
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tractus génital féminin, ont une action anti-VIH en stimulant la production de facteurs de restriction 

(APOBEC-3G/3F, SAMHD1, Tétherine, Mx2) et/ou de ligands de CCR5 ou via l’activation des cellules 

NK, DC et autres macrophages (Nguyen et al., 2014).   

 

v. Les modèles de muqueuses colorectales reconstruites in vitro  

Je détaillerai dans cette partie les différents modèles de muqueuse colorectale qui ont été 

développés pour l’étude de l’infection par le VIH in vitro, en mettant en exergue les avantages et les 

limitations de chaque modèle selon le type d’étude réalisée.  

- Culture de cellules épithéliales immortalisées 

Le modèle de cellules épithéliales coloniques le plus largement utilisé ces 30 dernières 

années, et sur lequel j’ai moi-même travaillé pendant cette thèse, est le modèle CaCo2. Ces cellules, 

issues d’un adénocarcinome humain, ont la capacité, lorsqu’elles sont cultivées sur insert semi-

perméable, de former une monocouche de cellules épithéliales pleinement différentiées présentant 

une polarité apico-basale et exprimant des jonctions serrées, caractéristiques des monocouches 

épithéliales bordant la muqueuse colorectale (Pereira et al.). Les lignées présentent l’avantage d’être 

bien caractérisées et standardisées et, contrairement à tous les modèles primaires, elles sont un 

matériel biologique facilement accessible. De ce fait, beaucoup d’études portant sur l’étude de la 

transmission du VIH ont été réalisées sur ce type de matériel. En 1997, Morgane Bomsel démontrait, 

grâce entre autres à un modèle de cellules CaCo2 polarisées, que le VIH n’infecte pas productivement 

ces cellules, mais qu’il est capable de traverser la monocouche épithéliale par transcytose 

(mécanisme qui sera détaillé dans la partie II.B.ii) (Bomsel, 1997). Cette observation sera confirmée 

par la suite à de multiples reprises (Alfsen et al., 2005; Bomsel et al., 2007; Shen et al., 2010a). 

Néanmoins, il est admis que les cellules immortalisées possèdent une morphologie et des 

caractéristiques biochimiques différentes des cellules primaires, ce qui constitue leur principale 

limitation (composition en lipides, en protéines et glycosylation différentes des cellules primaires) 

(Bomsel and Alfsen, 2003). Il n’existe pas à ma connaissance, d’étude utilisant des cellules 

épithéliales colorectales primaires. 

- Co-cultures de cellules épithéliales/cellules des sécrétions génitales ou de la 

lamina propria 

Afin de se rapprocher un peu plus des conditions physiologiques, il existe des systèmes de co-

culture qui consistent à cultiver simultanément différents types cellulaires primaires et/ou de lignées, 

susceptibles d’interagir dans la transmission du virus. Ces modèles permettent d’analyser les 
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interactions entre la barrière épithéliale et les différents types cellulaires présents dans les sécrétions 

génitales ou en sous-muqueux lors d’une transmission virale. Grâce à un système de coculture de 

CaCo2 polarisées / DC primaires, Cavarelli et al. ont montré que les particules virales VIH-1 de type 

R5 sont capables d’attirer les cellules dendritiques de l’épithélium colorectal à la surface luminale, 

afin de capter et lier du virus pour ensuite le disséminer en sous-muqueux. Ils ont par ailleurs montré 

dans ce modèle l’existence d’un phénotype migratoire complètement réversible des cellules 

dendritiques, qui sont capables de retourner du côté basal de l’épithélium suite au contact avec le 

virus (Cavarelli et al., 2013).  

- Cultures organoïdes  

Depuis peu, un nouveau modèle émerge : la culture d’organoïdes. Le principe de cette 

approche consiste à isoler des cellules souches naturellement présentes dans l’épithélium colorectal, 

par cytométrie en flux par exemple. Ces cellules ont la particularité de se différencier en différentes 

populations cellulaires sous l’influence de facteurs de croissance particuliers. Une fois ces cellules 

isolées, elles sont mises en culture dans une suspension de matrigel en présence de nombreux 

facteurs de croissance. Il faut attendre 2 à 3 semaines avant d’obtenir les organoïdes. Les cellules 

différenciées (cellules épithéliales et cellules à mucus) forment une sphère avec au centre la lumière 

bordée par les membranes apicales des cellules (pour revues  (Pereira et al.; Wildenberg and van den 

Brink, 2012)).  A ce jour, une étude a démontré avec des cultures organoïdes de cellules épithéliales 

issues de la muqueuse intestinale de patients séropositifs que l’infection VIH et l’initiation d’un 

traitement antirétroviral induisaient des changements d’expression de l’ubiquitine A20 qui joue un 

rôle dans la fonction épithéliale. Cela pourrait jouer un rôle important dans la dynamique de la 

barrière intestinale lors d’une infection VIH (Chitre et al., 2018). 

 

Malgré les contributions majeures qu’ils ont permis d’apporter quant à la transmission du virus, les 

modèles cellulaires ont une valeur physiologique qui reste limitée puisqu’ils ne prennent pas en 

compte le contexte tissulaire in vivo.   

- Cultures organotypiques 

A ce titre, les cultures organotypiques constituent a priori le modèle le plus intégratif et le 

plus physiologique dont les chercheurs disposent aujourd’hui pour l’étude in vitro des mécanismes 

de transmission des virus sexuellement transmissibles tels que le VIH. 

Brièvement, cela consiste en la mise en culture de fragments de tissu sain comprenant 

l’épithélium et la sous muqueuse, obtenus après chirurgie et coupés en petits blocs de quelques mm2 
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pour éviter le phénomène d’anoxie (raréfaction de l’O2 disponible) au centre du tissu. La culture du 

tissu se fait le plus souvent à l’interface air/liquide ou bien également de façon submergée dans le 

milieu de culture. Dans le premier cas, les fragments de tissu sont disposés sur des membranes 

poreuses de polycarbonate ou de collagène dans des systèmes à deux chambres ou bien sur des 

éponges de gélatine (gelfoam). Dans ces systèmes, il est possible de polariser la transmission virale, 

c’est-à-dire de restreindre l’application de virus à la face apicale de l’épithélium afin de mimer au 

mieux les mécanismes de la dissémination virale. Pour cela, le tissu est orienté lors de sa mise en 

culture, face épithéliale vers le haut et face sous-muqueuse en contact avec la membrane ou le 

gelfoam. Pour ce faire, deux stratégies majeures sont utilisées : la première consiste à entourer 

l’explant d’agarose afin de ne laisser accessible que la face épithéliale aux différents composés que 

l’on applique (Kolodkin-Gal et al., 2013; Tugizov et al., 2011);  la deuxième consiste à simplement 

fixer un cylindre avec de la colle chirurgicale sur la face épithéliale du tissu, permettant là encore une 

application des substances directement dans le cylindre et donc de façon restreinte à la face apicale 

(Cavarelli et al., 2013; Shen et al., 2009; Tsilingiri and Rescigno, 2012). L’association de ces deux 

stratégies permet d’assurer au mieux la polarisation de la culture.  

L’avantage majeur des cultures organotypiques est qu’elles permettent de conserver en 

culture l’architecture tissulaire originale. L’infection polarisée de ces fragments de tissu permet donc 

de mimer de manière très physiologique les mécanismes de transmission virale au niveau des 

muqueuses.  

Cependant, il est important de souligner que le maintien de cette architecture peut être très 

court selon les tissus considérés, ce qui constitue une limitation importante. La durée de survie 

limitée de certains types cellulaires dans le tissu, qui sont moins bien « nourris » qu’en système de 

culture 2D, peut s’expliquer soit en raison d’un accès plus restreint aux nutriments, soit parce que le 

milieu de culture utilisé doit représenter un compromis par rapport aux besoins des différents types 

cellulaires.  

Les épithélia du colon sont de loin les plus fragiles, l’intégrité de l’épithélium n’excédant pas 6h 

de culture en conditions classiques (incubateurs conventionnels) (Wildenberg and van den Brink, 

2012) et 24h en atmosphère enrichie en O2  (Dezzutti et al., 2014). Dans tous les cas, l’intégrité du 

tissu est conditionnée par une mise en culture extrêmement rapide après l’excision chirurgicale. 

Enfin, une limite importante à l’utilisation de tous les modèles primaires, est l’approvisionnement en 

tissu humain, qui peut être rare ou irrégulier selon les organes.  
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B. Mécanismes de la transmission du VIH au niveau des muqueuses 

Dans des conditions physiologiques normales, l’épithélium colorectal constitue une barrière 

physique imperméable au passage des pathogènes. De nombreuses études in vitro, ex vivo, et in vivo, 

ont contribué à la compréhension des mécanismes permettant au VIH d’outre-passer les barrières 

physiques et chimiques des muqueuses génitales, et dans une moindre mesure, anale et colorectale, 

pour que le virus atteigne ses cellules cibles présentes dans la sous-muqueuse. Plusieurs mécanismes 

de passage du VIH au travers les muqueuses ont ainsi été proposés selon le site de l’infection et la 

nature du virus, c’est-à-dire qu’il soit sous forme de particules libres (Cell-free virus) ou bien qu’il soit 

présent à l’intérieur de cellules préalablement infectées (Cell-Associated virus) (Figure 7).    

 

i. Passage par des brèches 

Lors d’un rapport sexuel même « non violent », l’apparition de micro-abrasions ou de micro-

brèches de l’épithélium sont fréquentes, particulièrement au niveau de la muqueuse colorectale. En 

effet, la muqueuse colorectale est recouverte d’un épithélium monostratifié, et de nombreux 

microtraumatismes peuvent donc apparaître suite à un rapport anal insertif. D’autres facteurs non 

mécaniques peuvent également favoriser voire engendrer l’apparition de brèches, que ce soit au sein 

des muqueuses féminines ou colorectales, parmi lesquels l’inflammation de la muqueuse liée à une 

infection préalable, le virus lui-même ou encore l’utilisation de certains lubrifiants, microbicides ou 

spermicides.  

Plus en détails, l’inflammation de la muqueuse induite par une infection bactérienne ou virale 

se traduit par un afflux de cellules immunitaires et de cytokines pro-inflammatoires, lesquelles 

peuvent altérer la barrière épithéliale et rendre ainsi les cellules muqueuses sous-épithéliales 

accessibles à d’autres agents pathogènes, dont le VIH.  

Le virus lui-même est également capable d’altérer la barrière épithéliale colorectale ainsi que 

les barrières endométriale et cervico-vaginale. Nazli et al., ont ainsi montré que l’exposition à des 

particules de VIH-1 altère l’intégrité d’une monocouche épithéliale colorectale en utilisant le modèle 

cellulaire T-84, et altère l’intégrité des modèles de monocouches épithéliales primaires polarisées 

d‘endomètre et de col de l’utérus cultivées sur matrigel, ce qui se traduit par une baisse de la 

résistance trans-épithéliale, une perte de l’expression des protéines de jonction et une perméabilité 

accrue de la barrière épithéliale au dextran (Nazli et al., 2010). Grâce à ce modèle simplifié de 

barrière épithéliale, le mécanisme de cette altération a pu être appréhendé, et des expériences de 

neutralisation ont démontré que la protéine d’enveloppe du virus (gp120) génère une altération de 
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la barrière épithéliale en provoquant la sécrétion de TNF par les cellules épithéliales  (Nazli et al., 

2013).  

Pour ce qui concerne les gels lubrifiants, microbicides, ou spermicides normalement 

préconisés pour une utilisation vaginale, plusieurs études ont démontré qu’ils pouvaient causer une 

altération de l’épithélium colorectal (Gorbach et al., 2012; Patton et al., 2002; Rebe et al., 2013), une 

perte des jonctions adhérentes et des jonctions serrées entre les cellules épithéliales (Mesquita et 

al., 2009), et par conséquent une augmentation de la perméabilité muqueuse (Fuchs et al., 2013).  

Cela a notamment été rapporté dans le cas de l’utilisation du gel microbicide/spermicide nonoxynyl-

9 (Phillips and Zacharopoulos, 1998; Phillips et al., 2004). Pour la petite histoire, jusque dans les 

années 2000 de nombreux modèles de préservatifs étaient lubrifiés avec des solutions contenant du 

nonoxynol-9. In vitro, le nonoxynol-9, en plus de pouvoir lyser les spermatozoïdes, montre des 

propriétés bactéricides, mais également des propriétés antivirales. Cependant, son utilisation in vivo 

présente bien des complications. Plusieurs études ont montré que non seulement le nonoxynol-9 

provoque des irritations vaginales et/ou anales, ce qui augmente le risque d'infection par des agents 

pathogènes, mais également qu'il a tendance à augmenter, même sans irritation, la perméabilité de 

la muqueuse anale, notamment au VIH (McGowan and Dezzutti, 2014). Ceci lui a même valu de faire 

l’objet d’un message d'alerte de la part du CDC (Centers for Disease Control and Prevention) 

américain. Il a fallu attendre décembre 2007 pour que la Food and Drug Administration américaine 

émette également un bulletin d'alerte (AIDS Survival Project).  

En conclusion de cette partie, nous retiendrons que l’infection par le VIH par le biais d’une 

brèche est le mode de passage du virus le plus simple, le plus rapide et le plus efficace puisque les 

virions libres ou les cellules infectées traversent directement la muqueuse pour aller au contact des 

cellules cibles résidentes dans la lamina propria. Cependant, toutes les muqueuses ne présentent pas 

la même susceptibilité à la formation de brèches et le virus peut recourir à divers autres mécanismes 

de passage afin de franchir une barrière épithéliale intacte. 

ii. Transport à travers les cellules épithéliales, la transcytose 

La transcytose se caractérise par le transport polarisé de virus à l’intérieur de cellules 

épithéliales, du pôle apical vers le pôle basal, sans infection productive de la cellule hôte. Le virus 

endocyté par les cellules épithéliales peut provenir d’une source de virus libres ou bien de particules 

virales relarguées par des cellules infectées qui forment des synapses virologiques au pôle apical des 

cellules épithéliales. Ce mécanisme de transmission virale au niveau des muqueuses génitales et 

colorectales a été décrit pour la première fois in vitro (lignées colorectale I407, HT-29, CaCo2 et 

endométriale HEC-1) pour le VIH-1 par Bomsel et al. en 1997 (Bomsel, 1997). La transcytose du VIH-1 
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a depuis été montrée et confirmée dans divers modèles de cultures polarisées de monocouches de 

cellules épithéliales immortalisées dérivées d’intestin (I407), de colon (HT29, Caco2, T84), 

d’endomètre (HEC1) et dans des monocouches de cellules vaginales et endocervicales primaires 

(Alfsen et al., 2005; Bobardt et al., 2007; Bomsel et al., 1998, 2007; Hocini et al., 2001; Martin-Latil et 

al., 2012).  Ce processus a de plus été observé dans un modèle plus intégratif de culture d’explants 

colorectaux (Shen et al., 2010b), exposés à des particules virales libres de VIH-1 ou à des cellules 

leucocytaires infectées pendant un laps de temps court (2h), insuffisant pour générer une infection 

productive des cellules épithéliales.  

Dans ces études, le passage de virus à travers la barrière épithéliale par transcytose, dès 30 

minutes d’exposition, se fait par détection de la protéine virale p24 dans le surnageant de culture au 

niveau basal, par test d’infectivité sur des cellules reportrices, ou enfin par observation en 

microscopie électronique de l’infection des cellules. La cinétique d’internalisation des particules 

virales a été évaluée par mesure de la protéine virale p24 dans les cellules épithéliales lysées 

(Bobardt et al., 2007). Il a par ailleurs été montré que le passage viral est inhibé lorsque l’on abaisse 

la température à 4°C ou bien lorsque l’on provoque la dépolymérisation irréversible des microtubules 

(Martin-Latil et al., 2012). La mise en évidence de la transcytose de particules virales nécessite 

impérativement de s’assurer de l’étanchéité de la couche épithéliale. Cette vérification s’effectue par 

le contrôle du maintien de la résistance transépithéliale (RTE) à l’aide d’un ohmmètre, par l’absence 

du passage paracellulaire de marqueurs extracellulaires (eg [14C]inulin ou FITC-BSA) et par le maintien 

de l’expression de protéines de jonction telles que ZO-1. Ceci permet d’exclure l’éventualité d’un 

passage de particules virales par un mécanisme paracellulaire, c’est-à-dire entre les cellules 

épithéliales. Les mécanismes mis en jeu lors de la transcytose ne sont pas encore clairement 

élucidés. Notamment, le rôle de la protéine d’enveloppe gp120 du virus est encore débattu. Certains 

auteurs évoquent une liaison nécessaire de la gp120 aux récepteurs HSPG (Heparan Sulfate 

proteoglycans) (Bobardt et al., 2007) et au récepteur gp340 (Stoddard et al., 2007) connus pour être 

exprimés entre autres par les cellules épithéliales vaginales (Bobardt et al., 2007), endocervicales 

(Stoddard et al., 2007), et de la muqueuse colorectale (Wei et al., 2015). En effet, des expériences 

réalisées avec des virus modifiés (∆gp120) ou bien avec l’ajout d’antagonistes ou d’anticorps 

bloquants contre les récepteurs de la famille HSPG et gp340 respectivement démontrent une 

diminution voire une inhibition du processus de transcytose. A l’inverse, d’autres études proposent 

un mécanisme indépendant de l’enveloppe virale (Kinlock et al., 2014; Zheng et al., 2006) puisque 

survenant même avec du virus dépourvu d’enveloppe virale, dans des modèles de lignées 

épithéliales vaginales et colorectales. Dans le cas du passage de particules virales provenant de 

cellules infectées, ce mécanisme semble dépendant de l’établissement d’une synapse virologique 
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entre la cellule infectée et le pôle apical des cellules épithéliales (Alfsen et al., 2005; Hocini and 

Bomsel, 1999). L’établissement de cette synapse virologique et la transcytose des particules virales 

nécessitent l’expression de trois molécules par les cellules épithéliales : (i) l’HSPG agrin qui interagit 

avec la gp41 des particules virales (ii) l’intégrine β1 et (iii) GalCer (Alfsen et al., 2005). Ces études ont 

permis de conclure sur la plus grande efficacité du mécanisme de transcytose lorsque les cellules 

épithéliales sont exposées à des cellules infectées plutôt qu’à des particules virales libres (Alfsen et 

al., 2005; Bomsel, 1997; Hocini et al., 2001). Nous reviendrons en partie II.C. sur les raisons de 

l’efficacité différentielle d’une infection par du virus libre d’une part et par des cellules infectées 

d’autre part. 

D’autre part, il est important de noter que des modèles d’épithéliums pluristratifiés ont 

également fait l’objet d’étude de transcytose. Il s’agit de modèles intégratifs moins proches de l’in 

vivo mais plus contrôlés, tels que les modèles de reconstruction 3D, où l’on peut sélectionner les 

types cellulaires mis en présence. Ainsi, Bouschbacher et al. montrent l’absence de passage de 

particules virales de VIH-1 à travers l’épithélium vaginal pluristratifié dans un modèle de 

reconstruction 3D, que ce soit en présence ou en l’absence de cellules de Langherans enchâssées 

dans l’épithélium (Bouschbacher et al., 2008). Greenhead et al. ont, quant à eux, développé un 

modèle de culture de feuillet de l’épithélium ectocervical pour évaluer la possibilité de transcytose 

dans la muqueuse génitale pluristratifiée. Après isolation enzymatique, la couche épithéliale est mise 

en culture et exposée de façon polarisée à des particules virales libres de VIH-1 ou des cellules 

infectées. Aucun évènement d’infection n’a été détecté dans le surnageant de culture ou dans les 

cellules épithéliales (Greenhead et al., 2000). Ces 2 études suggèrent donc l’absence de transcytose 

du VIH-1 à travers les épithélia génitaux pluristratifiés. Toutefois, il n’est pas exclu que les étapes de 

digestion enzymatique nécessaires à la mise en place de ces modèles puissent avoir engendré une 

perte d’expression de certains marqueurs membranaires nécessaires à l’attachement et 

l’internalisation des particules virales.    

A ce jour, la transmission mucosale de VIH par transcytose n’a jamais été mise en évidence in 

vivo. 

 

iii.  Capture par des cellules du système immunitaire 

Un mécanisme alternatif détourné par les pathogènes afin d’accéder aux cellules cibles sous-

épithéliales est leur capture par les DC ou les cellules de Langerhans, qui sont un sous-type de DC que 

l’on retrouve spécifiquement enchâssées dans les épithélia pluristratifiés ou présentes au pôle basal 
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des épithélia monostratifiés. On estime que ces dernières représentent 1 à 5% du total des cellules 

de la muqueuse colorectale (Gurney et al., 2005). 

Il convient de faire un petit aparté sur ces deux types cellulaires. Les cellules de Langerhans 

diffèrent des DC car elles expriment spécifiquement la Langerine (CD207) et résident au niveau de 

l’épiderme et dans la plupart des épithélia muqueux alors que les DC DC-SIGN+ résident elles 

majoritairement en sous muqueux (de Witte et al., 2008). 

Les DC possèdent des prolongements cytoplasmiques appelés dendrites leur permettant de 

capter les particules virales au sein de la muqueuse mais également au niveau de la lumière. Une 

observation essentielle réalisée par Resfcigno et al., montre que les DC elles-mêmes expriment des 

protéines de jonction telles que les occludines, claudines, E-cadhérines et β-catenines ce qui assure le 

maintien de l’étanchéité des épithélia, lorsque celles-ci y sont infiltrées (Rescigno et al., 2001). 

Le pouvoir de captation du VIH par les DC s’explique par le fait qu’elles expriment des récepteurs de 

surface cellulaire tels que des héparines sulfate protéoglycanes (HSPGs), des lectines de type-C et des 

intégrines qui peuvent interagir avec des particules virales et mener à leur internalisation sans 

infection productive. Le devenir des particules virales captées par les cellules de Langerhans ou par 

les DC demeure sujet à controverse, et deux mécanismes différents ont été proposés.    

Selon le premier mécanisme, les DC ayant capté du VIH permettent la dissémination de celui-

ci. En effet, il a été montré que la captation du virus peut aboutir à l’internalisation des virions au 

niveau de vésicules d’endocytose, où ceux-ci peuvent être conservés plusieurs jours avant d’être 

transmis à d’autres cellules cibles au niveau de la lamina propria et des ganglions lymphatiques après 

la migration des cellules vers ces sites (Ganor et al., 2010; Gurney et al., 2005; Hladik et al., 2007; 

Zhou et al., 2011). A l’inverse, le second mécanisme propose que l’internalisation des virions se fasse 

au niveau des granules de Birbeck où ils sont dégradés, conférant ainsi un rôle protecteur aux cellules 

de Langerhans (qui sont les seules cellules dendritiques dotées de ces granules) (pour revue (de 

Witte et al., 2008)).  

Ces deux mécanismes dépendent notamment de l’état de maturation des cellules et de la 

quantité de virus à laquelle elles sont exposées  (de Witte et al., 2007). L’état de maturation des DC 

peut être modifié par exemple lors d’une co-infection ou d’une inflammation au niveau des 

muqueuses. En effet, un environnement inflammatoire induit la maturation des DC, ce qui provoque 

une inhibition de l’expression de la langerine qui est nécessaire à la formation des granules de 

Birbeck. Le virus n’est alors plus dégradé, ce qui pourrait alors expliquer pourquoi une inflammation 

des muqueuses peut augmenter la probabilité de la dissémination du VIH par les DC (de Witte et al., 

2007). 
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Plusieurs études ex vivo se sont intéressées à la capture du VIH par les cellules immunitaires de 

la muqueuse colorectale. Shen et al. ont mis en évidence que les DC présentes dans la lamina propria 

pouvaient émettre des prolongements cytoplasmiques à travers les espaces intraépithéliaux, et ainsi 

capturer des virions pour les transporter jusqu’à leurs cellules cibles sub-épithéliales (Shen et al., 

2010a). En termes de cinétique, il a été démontré que la liaison des DC au virus survient dès 15 

minutes après l’inoculation, alors que les premiers macrophages et les premiers LT CD4+ infectés 

sub-mucosaux par le VIH-1 ne sont détectables que 2h après inoculation, soulignant ainsi la rapidité 

par laquelle les DC peuvent devenir infectieuses (Shen et al., 2010c). Une étude plus récente a 

confirmé ces résultats, et a montré que l’exposition au VIH-1 R5 d’une muqueuse colorectale 

reconstituée entraînait la migration rapide des DC présentes en sous-muqueux à travers l’épithélium 

colorectal, puis le transfert du virus aux cellules cibles par ces DC. De manière très intéressante, 

l’exposition au VIH-1 X4 n’entraîne pas de phénotype migratoire des DC (Cavarelli et al., 2013). Ce 

tropisme souche-spécifique pourrait donc être un des mécanismes responsables de la transmission 

sexuelle préférentielle des souches de type R5. 

Afin d’analyser l’implication des cellules dendritiques enchâssées dans les épithélia 

pluristratifiés dans la transmission virale, l’équipe de M. Bomsel. ont, quant à eux, développé un 

modèle de culture organotypique de muqueuse de prépuce (Ganor et al., 2010; Zhou et al.). Grâce à 

ce modèle, les auteurs ont observé, en microscopie à fluorescence, que l’exposition polarisée de la 

muqueuse épithéliale interne du prépuce à des leucocytes sanguins fortement infectés par une 

souche de VIH-1 induit une modification rapide de la distribution spatiale des cellules de Langerhans 

intraépithéliales, ces dernières se rapprochant de la surface épithéliale. Ils ont également mis en 

évidence la formation de conjugués (cellules de Langerhans – lymphocytes T) au niveau desquels ont 

été observées des particules virales et ont pu décortiquer les mécanismes moléculaires impliqués. 

Les résultats obtenus, grâce à ce modèle, suggèrent que les cellules de Langerhans intraépithéliales 

du prépuce interne sont les cibles initiales de la transmission au niveau de cette muqueuse. Par 

ailleurs, Hladik et al. ont développé un modèle original de culture de feuillet épithélial de la 

muqueuse vaginale (Ballweber et al., 2011; Hladik et al., 2007). Dans ce modèle, la couche épithéliale 

pluristratifiée est séparée de la lamina propria par microdissection associée à un traitement à l’EDTA. 

L’intérêt majeur de ce modèle est qu’il permet l'étude ciblée de l'infection des cellules immunes 

intraépithéliales en s’affranchissant du problème d’émigration des cellules immunitaires hors du tissu 

caractéristique lors de la culture d’explants tissulaires. En effet, en l’absence de sous-muqueuse, les 

seules cellules à émigrer sont originaires de la couche épithéliale. Hladik et al. ont ainsi pu mettre en 

évidence l’attachement et l’entrée de particules virales dans les lymphocytes T CD4+ et cellules de 

Langerhans intraépithéliales de la muqueuse vaginale par microscopie confocale (Hladik et al., 2007). 
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Quelques années plus tard, cette même équipe a amélioré ce système en polarisant l’infection à la 

face apicale du feuillet épithélial. De cette façon, ils ont démontré, en mettant en évidence l’absence 

d’intégration de l’ADN proviral, que les cellules de Langerhans intraépithéliales ne sont pas capables 

d’infection productive par le VIH-1, mais participent à la dissémination virale comme l’attestent les 

tests d’infection sur une co-culture de lymphocytes T CD4+ (Ballweber et al., 2011). 

La capture des particules virales par les cellules du système immunitaires présentes en sous 

muqueux et/ou en intraépithélial est donc un mécanisme potentiel de passage du virus à travers les 

différents types de muqueuses et donc d’épithéliums.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Représentation schématique des mécanismes d’entrée des virus sexuellement transmissibles à 

travers les muqueuses 

(A) Les cellules infectées ou particules virales libres peuvent traverser la barrière épithéliale via des brèches. (B) 

Les cellules infectées peuvent migrer entre les cellules épithéliales pour infecter les cellules cibles en sous 

muqueux (transmigration). (C) Les cellules dendritiques présentes en sous muqueux pour les épithélia 

monostratifiés, ou enchâssées dans les épithélia pluristratifiés peuvent capter le virus présent du coté apical de 

la barrière épithéliale par leur pseudopodes, et transmettre ensuite l’infection en sous muqueux. (D) 

Transcytose de particules virales libres ou originaires de cellules infectées à travers les cellules épithéliales pour 

infecter les cellules cibles en sous muqueux. (E) Dissémination de l’infection en sous muqueux par contacts 

« cellule-cellule ».    
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iv. Transmigration de cellules infectées 

Le processus de transmigration se caractérise par le passage actif de cellules infectées entre les 

cellules épithéliales sans qu’il y ait rupture de la barrière. La transmigration n’est pas sans rappeler 

un mécanisme similaire, dit de diapédèse, par lequel un leucocyte s'insinue entre les cellules 

endothéliales d'un capillaire sanguin en réponse à des signaux inflammatoires afin de rejoindre la 

zone de lésion. La traversée endothéliale du leucocyte nécessite successivement plusieurs acteurs 

ayant un rôle dans l’adhésion tels que la tetherine, les L-selectines, les intégrines, les molécules de la 

famille des ICAMs, puis dans la migration avec notamment un fort remodelage du cytosquelette 

d’actine (pour revue (Schnoor et al., 2015)). Dans le cas de la transmigration, les leucocytes infectés 

traversent une barrière non pas endothéliale mais épithéliale afin de disséminer l’infection.  

 

Malgré la similarité des deux phénomènes, les mécanismes d’adhésion entre les leucocytes 

infectés et les cellules épithéliales sont bien moins décrits et par conséquent peu connus. Ce mode 

de transmission a été mis en évidence à la fois dans des modèles simplifiés in vitro de lignées 

épithéliales monostratifiées polarisées, mais aussi dans des modèles plus intégratifs ex vivo et in vivo. 

Pour cela, les leucocytes isolés du sang sont infectés in vitro ou non, marqués à l’aide d’un 

fluorochrome (ex : FITC), puis sont déposés sur la monocouche épithéliale polarisée ou à la surface 

épithéliale de l’explant. La transmigration des cellules infectées peut alors être mesurée après 

plusieurs heures par différentes manières : 1) par simple comptage du nombre de cellules marquées 

récupérées dans le surnageant basal (Mori et al., 2003), 2) par mesure de l’intensité de fluorescence 

de ce surnageant dans les systèmes de monocouche épithéliale (Lawrence et al., 2012), 3) enfin par 

visualisation microscopique ou en cytométrie de flux après dissociation enzymatique du modèle 

tissulaire (Kolodkin-Gal et al., 2013; Shen et al., 2009). L’utilisation de modèles simplifiés in vitro de 

lignées épithéliales monostratifiées polarisées a permis de montrer que les monocytes, et dans une 

moindre mesure, les lymphocytes T CD4+ sont capables de transmigrer à travers des monocouches 

polarisées de cellules immortalisées endométriales (HEC-1) et cervicales (ME-180)(Chancey et al., 

2006; Lawrence et al., 2012). Il en est de même pour les macrophages (dérivés de monocytes 

sanguins) et les PBMC (Van Herrewege et al., 2007). Au niveau de l’épithélium colorectal, à ma 

connaissance, seul le passage de monocytes (Mori et al., 2003)et de neutrophiles 

polymorphonucléaires a été mis en évidence sur les lignées Caco-2 et T-84 respectivement (Parkos et 

al., 1991). L’avantage majeur de ces modèles simplifiés de cellules épithéliales immortalisées et 

polarisées est qu’ils permettent d’appréhender facilement les mécanismes moléculaires et les 

facteurs environnementaux impliqués dans l’adhésion des cellules transmigrantes aux cellules 
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épithéliales et leur passage au niveau sous-épithélial. Nous reviendrons plus en détails sur ces 

mécanismes à la fin de cette partie. Alors que ce système de monocouche épithéliale simplifiée 

représente un bon modèle d’approche ou de validation moléculaire, il fait abstraction de l’influence 

du contexte tissulaire in vivo sur l’expression des molécules d’adhésion par les cellules épithéliales. Le 

modèle explant constitue donc une alternative plus physiologique, bien qu’il ne permette de 

maintenir l’intégrité de la barrière épithéliale que sur une courte durée, variable selon l’origine 

tissulaire (selon les études et les conditions de culture : environ 24h pour le tissu colorectal, 48h pour 

l’exocol, 4 à 6 jours pour l’endocol) (Frouard et al., 2018). L’utilisation de ce modèle pour observer 

des évènements de transmigration nécessite donc de s’assurer de façon rigoureuse de la 

conservation de l’intégrité de la barrière épithéliale le temps nécessaire à la transmigration 

(notamment en vérifiant l’absence de passage de molécules extracellulaires marquées). Ainsi, dans 

des modèles de culture d’explant d’exocol et d’endocol humains, Maher et al. ont observé en 

microscopie l’infiltration de leucocytes séminaux après 24h de culture dans les couches les plus 

externes de l’épithélium pluristratifié de l’exocol, mais l’absence d’infiltration dans l’épithélium 

endocervical. Les auteurs expliquent cette sélectivité par le fait que les cellules séminales sont 

retenues dans les sécrétions de la muqueuse de l’épithélium endocervical qui exercent  un rôle 

protecteur vis-à-vis de l’infection dans leur modèle (Maher et al., 2005). Cette étude souligne 

également le fait que le passage des cellules infectées par transmigration à travers une couche 

épithéliale pluristratifiée n’est pas un mécanisme qui semble possible. Dans ce sens, aucun 

évènement de transmigration n’a pu être mis en évidence au niveau de la muqueuse masculine 

pluristratifiée du prépuce ex vivo (Zhou et al., 2011).  

Enfin, Kolodkin et al., ont démontré le passage par transmigration de PBMC à travers la 

barrière colorectale dans des explants de colons humains dès 1h d’exposition (Kolodkin-Gal et al., 

2013). Ces observations ont pu être confirmées in vivo chez l’homme où des cellules séminales 

autologues radio marquées ont été introduites en intra rectal et leur distribution dans le colon a été 

suivie par imagerie jusqu’à 24h post inoculation  (Louissaint et al., 2012b); et chez le macaque où 

après inoculation intra vaginale de leucocytes marqués, les auteurs ont retrouvé ces cellules dans les 

ganglions périphériques 2 jours post inoculation (Salle et al., 2010).  

En conclusion, la transmigration est un mécanisme décrit jusqu’à présent seulement au niveau 

de la muqueuse monostratifiée génitale féminine et colorectale.  

Molécules d’adhésion, modulation de leur expression et transmigration  

Les mécanismes mis en jeu lors du processus de transmigration et notamment les molécules 

d’adhésion impliquées restent encore aujourd’hui mal définis, voire inconnus selon les muqueuses. 
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D’une manière générale, les intégrines de la famille β2, qui correspondent aux molécules 

comprenant la sous-unité CD18 : LFA-1 (CD18/CD11a ou intégrine αLβ2), Mac-1 (CD18/CD11b ou 

ITGAM ou intégrine αMβ2) et ITGAX (CD18/CD11c ou intégrine αXβ2) sont des molécules d’adhésion 

majoritairement présentes à la surface des macrophages, des monocytes et des cellules T, et qui 

participent à leur transmigration à travers les épithéliums muqueux (Tableau 2).  

En 1991, Parkos et al., démontrent par exemple la nécessité de la molécule Mac-1 exprimée 

par les polymorphonucléaires dans leur transmigration à travers une monocouche épithéliale 

colorectale T-84 (Parkos et al., 1991). Plus récemment,  l’implication de la molécule LFA-1 a été 

démontrée comme essentielle à la transmigration de macrophages à travers un épithélium 

endométrial HEC-1 (Carreno et al., 2002). Les auteurs décrivent que la transmigration dans leur 

modèle implique la molécule LFA-1 exprimée par les macrophages ainsi que ses ligands ICAM-2 

(CD50), ICAM-3 (CD102) et dans une moindre mesure ICAM-1 (CD54), exprimés à la surface des 

cellules épithéliales. Par ailleurs, l’inflammation des muqueuses modifie l’activation des intégrines 

β2, résultant en une affinité accrue pour leurs ligands, ce qui peut augmenter la capacité des 

leucocytes à transmigrer (Anderson et al., 2010a). L’inflammation peut également affecter la 

disponibilité de leurs ligands et particulièrement les ICAMs, molécules largement exprimées par les 

cellules épithéliales des muqueuses. C’est précisément ce qu’ont mis en évidence les auteurs, 

puisque l’ajout de cytokines pro-inflammatoires dans le milieu de culture (TNFa et IL1b) favorise 

l’expression d’ICAM2 et ICAM3 par les cellules épithéliales et ainsi, la transmigration de macrophages 

infectés à travers la barrière épithéliale (Carreno et al., 2002). Une autre étude a démontré de façon 

spécifique, in vitro et in vivo, l’implication de la molécule ICAM-1 exprimée au niveau épithélial. En 

effet, le blocage d’ICAM-1 exprimé par les cellules épithéliales cervicales ME-180 et HT-3 par 

inoculation intra-vaginale d’anticorps bloquant anti-ICAM1 chez des souris inhibe la transmigration 

de monocytes et de lymphocytes primaires (Chancey et al., 2006). En outre, les molécules JAM sont 

aussi des ligands connus pour les intégrines β2, JAM-A et JAM-C étant capables de lier LFA-1 et Mac-1 

respectivement (Anderson et al., 2010a). Leur implication propre dans les phénomènes de 

transmigration n’a, à ma connaissance, jamais été démontré.  

Chancey et al. ont par contre écarté l’implication des molécules E-cadhérine exprimées par 

les cellules de type épithéliales cervicales et son ligand, CD103 (ITAE ou intégrine αE), exprimé par les 

leucocytes (monocytes et lymphocytes) (Chancey et al., 2006). Ces résultats vont à l’encontre de ceux 

de Cepek et al. et Karecla et al., qui les identifient comme à l’origine de l’adhésion des lymphocytes T 

à l’épithélium intestinal (Cepek et al., 1994; Karecla et al., 1995). Cette observation démontre de 

façon concrète la complexité des mécanismes mis en jeu, qui dépendent non seulement du type de 

cellules infectées mais également de l’épithélium cible. 
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Ces études démontrent de façon convaincante l’importance d’identifier les molécules 

impliquées dans l’adhésion des cellules infectées aux muqueuses, car elles peuvent constituer des 

cibles thérapeutiques et préventives de choix afin de bloquer l’infection par le VIH. 

Par ailleurs, en plus de moduler l’expression et/ou l’état d’activation des molécules 

d’adhésion, l’inflammation induit également un relargage de nombreux facteurs chimiotactiques (ex : 

TNFα, IL-6, IL-8, MCP-1) par les cellules épithéliales et les leucocytes muqueux résidents. Cela a été 

largement étudié au niveau du tractus génital féminin (pour revue (Doncel et al., 2014)) mais il est 

fort à parier qu’il en soit de même au niveau colorectal. Ces facteurs chimio-attractants vont ainsi 

former un gradient qui favorisera la transmigration des leucocytes présents dans l’inoculum en les 

attirant. Ils peuvent donc eux aussi constituer une cible de choix en association avec des inhibiteurs 

de l’adhésion en vue de bloquer l’infection.   

 

Pour conclure sur les différents mécanismes de passage du virus à travers les muqueuses et 

notamment via la muqueuse colorectale, on peut dire que les contributions relatives de chacun de 

ces modes d’entrée (les brèches, la transcytose, la capture par les cellules dendritiques ou la 

transmigration) demeurent méconnues, mais qu’ils peuvent probablement contribuer de façon 

additive à la dissémination du VIH.  En revanche, comme expliqué dans le prochain paragraphe, ce 

qui est aujourd’hui bien admis, c’est la plus grande efficacité des cellules infectées à induire une 

nouvelle infection, comparé au virus sous sa forme libre. 

 

 

Tableau 2 : Intégrines et leur(s) ligand(s) potentiellement impliquées dans le phénomène de 

transmigration  

Les molécules en gras sont démontrées nécessaires au phénomène de transmigration  

M = Macrophages et/ou monocytes 

L = Lymphocytes T CD4 

E = Cellule épithéliale 
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C. « Cell-Free Versus Cell-Associated » – quelle importance ? 

Les secrétions génitales de l’homme et de la femme contiennent naturellement des leucocytes, 

qui peuvent être retrouvés en très grand nombre lors d’épisodes d’inflammation ou d’infection (Cf. 

partie III.B.ii/iii sur la composition du sperme). Des cellules infectées ont ainsi été détectées dans le 

sperme et les secrétions cervico-vaginales provenant d’hommes et de femmes infectées par le VIH 

(Anderson et al., 2010a) (la proportion relative des types cellulaires infectés dans le sperme sera 

détaillée en partie III.B.iii).  

Pendant longtemps, seule la transmission par les particules virales libres a été considérée. On ne 

dispose encore que de très peu de données comparatives entre la transmission par les cellules 

infectées versus celle avec du virus libre chez les humains. Leur contribution spécifique est encore 

débattue, mais il est aujourd’hui admis que la transmission par les cellules infectées est plus efficace 

pour initier une nouvelle infection par rapport à la transmission par du virus libre. Grace à un modèle 

mathématique, on estime même que la transmission de cellule à cellule est 1.4 fois plus efficace que 

la transmission par du virus libre et qu’elle contribue à 60% des nouvelles infections virales (Iwami et 

al., 2015)). Ces données plaident donc en faveur d’un rôle prépondérant des cellules infectées dans la 

transmission et ainsi la propagation du VIH. 

 

i.  Mise en évidence  de l’efficacité de la  « Cell Associated transmission »  

Plusieurs études ont cherché à déterminer la source du virus transmis en analysant les 

séquences d’ARN et d’ADN virales, à la fois dans les sécrétions génitales du donneur et dans le sang 

des personnes nouvellement infectées. Ces études ont montré que le virus retrouvé dans le sang des 

personnes nouvellement infectées était dans certains cas plus proches en séquence de l’ADN viral 

retrouvé dans les cellules infectées des secrétions génitales du donneur, et dans d’autres plus proche 

de l’ARN viral issu des particules virales libres (Boeras et al., 2011; Butler et al., 2010; Ronen et al., 

2015). L’interprétation la plus simple de ces observations est que la source de virus peut être variable 

d’une transmission à l’autre, et que le virus libre comme les cellules infectées jouent un rôle dans la 

transmission du VIH. Cela fait donc de la transmission associée aux cellules, une voie de transmission 

efficace.   

Chez l’homme, l’inoculation in vivo en intra-rectal de particules colloïdales de la taille du VIH et 

de cellules leucocytaires a montré que celles-ci pouvaient être retrouvées, au niveau du colon 

sigmoïde, à environ 20 cm de la marge anale et ce jusqu’à 24 heures sans défécation ou lavement. La 

localisation des particules coïncide avec celles des cellules, bien que ces dernières soient plus 
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largement distribuées (Louissaint et al., 2012b). Il en va de même au niveau vaginal, les particules 

colloïdales et les cellules inoculées en intra-vaginal colocalisent après plusieurs heures (Louissaint et 

al., 2012a). Malgré ces capacités de migration semblables, les études menées in vivo chez le macaque 

ont mis en évidence que la transmission de cellule à cellule est le principal moyen de transmission du 

VIH au niveau vaginal et colorectal  (Kolodkin-Gal et al., 2013; Salle et al., 2010). Au niveau vaginal 

tout d’abord, Sallé et al., ont démontré une dissémination aux ganglions périphériques très rapide de 

ces cellules infectées et inoculées en intra-vaginal (dès 21h post inoculation), démontrant une 

initiation et une propagation rapide de l’infection lorsqu’initée par des cellules infectées. Au niveau 

colorectal, une étude a comparé le pouvoir infectieux d’un stock de cellules infectées et d’un stock de 

virus libre (ces deux stocks présentaient le même titre viral). Ils ont montré que 3 macaques sur 5 

présentaient une infection après inoculation intra-rectale des cellules infectées alors qu’aucun 

macaque inoculé avec la suspension de virus libre n’a présenté d’infection (Kolodkin-Gal et al., 2013).  

In vitro, la transcytose du VIH à travers différentes lignées de cellules épithéliales (I407, HT-29, Caco-

2, HEC-1, ME-180) est beaucoup plus efficace à partir de cellules infectées que de particules de virus 

libre (Bomsel, 1997; Chancey et al., 2006; Kolodkin-Gal et al., 2013). L’observation de la transcytose 

de virus libre nécessite un inoculum (en unité de p24) de départ 100 à 1000 fois plus important 

qu’avec des cellules infectées (Hocini et al., 2001), si l’on veut disposer d’un nombre de particules 

virales ayant traversées la barrière suffisant pour générer une nouvelle infection. Les cellules 

infectées ont également démontré une meilleure capacité à induire une infection suite à leur 

transmigration à travers une barrière épithéliale en comparaison au virus libre comme le démontre 

l’équipe de Van Herrewege et al., (Van Herrewege et al., 2007). Grâce à un système de coculture avec 

des cellules cibles, ils démontrent que les cellules transmigrantes permettent d’initier une nouvelle 

infection, à la différence du virus libre ayant transcyté.  

Il est aujourd’hui bien établi que la transmission du VIH par des cellules est plus efficace pour 

initier une nouvelle infection que ce soit dans des modèles in vitro, ex vivo et également in vivo. Elle 

peut être, selon les modèles 10 à  1000 fois plus efficace que la transmission par du virus libre in vitro 

(Chen et al., 2007; Mazurov et al., 2010).  

 

ii. « Cell Associated versus Cell-free » : les mécanismes expliquant les différentes 

efficacités  

Les mécanismes de transmission par du virus libre et par des cellules infectées peuvent être les 

mêmes, à savoir le passage par brèche ou la transcytose. Mais ils peuvent aussi être plus ou moins 



36 

 

 

spécifiques comme la capture de virus libre par les cellules dendritiques et la transmigration des 

cellules infectées.  

Plusieurs spécificités entre ces 2 modes de transmission peuvent expliquer la plus grande 

efficacité de la transmission du VIH associée aux cellules par rapport à la transmission par du virus 

libre ont été proposés. Au niveau vaginal par exemple, lorsqu’un éjaculat contenant des cellules 

infectées et du virus libre est mélangé aux secrétions acides de la muqueuse, le pouvoir tampon du 

sperme ne peut neutraliser l’acidité vaginale que transitoirement, laissant donc un temps limité à 

l’initiation d’une nouvelle infection. A la différence de la diffusion aléatoire des virus libres, les 

macrophages infectés peuvent être attirés par chimio-attraction à une vitesse allant jusqu’à 

10µm/seconde. Il en va de même pour les lymphocytes qui peuvent migrer encore plus rapidement  

(Pixley, 2012). Au vu de ces données, les leucocytes séminaux pourraient traverser en quelques 

minutes la couche de mucus tapissant la surface épithéliale vaginale estimée à 100µm d’épaisseur. A 

l’inverse, la vitesse de diffusion des particules virales libres à travers le mucus vaginal est d’environ 

1µm²/seconde (Lai et al., 2009). Il faudrait donc plus de 2h au virus libre pour parcourir une distance 

de 100µM. En intégrant ces données purement cinétiques, on comprend aisément que les cellules 

infectées ont bien plus de chance d’avoir traversé la couche de mucus avant le retour de l’acidité 

vaginale, contrairement aux virus libres qui diffusent bien plus lentement et qui se trouveront donc 

en grande partie détruits par le pH acide du micro-environnement de la muqueuse vaginale (Cone, 

2014).  

De plus, les cellules immunitaires, cibles du VIH, peuvent produire des anticorps neutralisants 

qui ont la capacité d’inhiber l’infectiosité des virus libres (Abela et al., 2012). Le virus présent au sein 

d’une cellule infectée est donc beaucoup moins susceptible d’être inhibé par ce mécanisme de 

défense, ce qui appuie l’observation selon laquelle la transmission par cellules infectées est plus 

efficace que celle par des particules libres. 

Il faut toutefois garder à l’esprit que toutes les études à ce sujet ont été réalisées dans des 

modèles in vitro, ce qui pose la question de leur pertinence in vivo (Luis M. Agosto1 et al., 2015). 

Nous reviendrons plus en détails sur les stratégies de prévention à base d’anticorps neutralisants et 

sur leur faculté limitée à bloquer la transmission associée aux cellules en partie II.D.i.    

D’autre part, il est avéré que la dissémination du VIH lors du contact cellule-cellule s’opère de 

façon plus efficace que lors d’une dissémination de virus libre. En effet, il a été démontré dans 

différents modèles cellulaires que le contact entre les cellules augmente la transmission du virus en 

concentrant les récepteurs d’intérêt pour la transmission au niveau des points de contact, accélérant 

ainsi l’étape « limitante » de l’infection : l’entrée du virus dans la cellule hôte (Jolly et al., 2007). Au 
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niveau de ces zones de contact, une quantité de particules virales plus importante que celle que l’on 

retrouve naturellement autour d’une cellule cible est ainsi relarguée et ce de façon directionnelle, 

augmentant ainsi la multiplicité d’infection à laquelle est soumise la cellule cible (Luis M. Agosto1 et 

al., 2015). Lors du contact avec une cellule cible ou épithéliale, la membrane de la cellule infectée est 

remaniée, avec d’une part le recrutement de récepteurs et de molécules nécessaires à l’endocytose 

ou la transcytose de particules virales, et d’autre part, le recrutement de molécules membranaires 

qui seront « emportées » par le virus lors de son bourgeonnement, et qui faciliteront son entrée 

future dans de nouvelles cellules cibles (Bomsel, 1997; Hocini and Bomsel, 1999). L’étude de Guedon 

et al, corrobore cette affirmation, puisqu’ils ont comparé la capacité de virus déposé en apical à 

traverser par transcytose une monocouche de cellules épithéliales selon qu’ils aient bourgeonné à 

partir de cellules exprimant la molécule d’adhésion LFA-1 ou de cellules ne l’exprimant pas. Comme 

attendu, les virus issus des cellules LFA-1 négatives n’ont pas traversé la monocouche alors que les 

virus issus de cellules LFA-1 positives en étaient tout à fait capables. La neutralisation de LFA-1 à 

l’aide d’anticorps bloquants la sous-unité CD11a a permis de valider sans ambiguïté le rôle de cette 

molécule dans la transmission du VIH, soulignant ainsi l’importance considérable que peut avoir 

l’incorporation par le VIH de facteurs exprimés par la cellule hôte lors du bourgeonnement (Guedon 

et al., 2015). 

 

Pour conclure, il apparaît que le rôle de l’infection par les cellules infectées dans la 

transmission mucosale du VIH a été longtemps négligé par la communauté scientifique, 

particulièrement en ce qui concerne la muqueuse colorectale (pour revue (Anderson and Le Grand, 

2014)). De plus, il n’existe pas à ma connaissance d’étude sur la transmission du VIH-1 associée aux 

cellules utilisant des cellules séminales spécifiquement au niveau de cette muqueuse colorectale. 

L’unique étude qui s’intéresse au passage de cellules séminales a étudié leur passage au niveau de la 

muqueuse cervicale (endo et exocol). De plus, la capacité des lymphocytes et/ou les macrophages du 

sperme à transmettre l’infection au niveau muqueux n’a jamais été démontrée. Nous reviendrons sur 

les problèmes que cela peut poser en termes d’extrapolation des mécanismes mis en jeu dans cette 

transmission en partie II.D.iii.  

Enfin, la vaste majorité des stratégies préventives utilisées jusqu’à maintenant ont été 

développées pour cibler les particules virales libres uniquement. L’omission de stratégies ciblant la 

transmission par cellules infectées reflète probablement le manque de connaissances de la 

communauté scientifique à ce sujet, mais également les difficultés techniques que pose l’étude de ce 

mode de transmission. Il est néanmoins vital de décortiquer les mécanismes qui sous-tendent ce 
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mode de transmission afin de définir de nouvelles approches de prévention efficaces ne ciblant pas 

uniquement le VIH sous sa forme libre.   

 

D. Les stratégies de prévention de la transmission du VIH-1 

Bien que les traitements antirétroviraux (ARV) permettent de contrôler la réplication du VIH, ils 

ne permettent pas la guérison du patient et demandent une observance rigoureuse parfois 

compliquée à tenir. De plus, 90% des personnes infectées résident dans des pays en voie de 

développement où les traitements ne sont pas toujours disponibles. Par ailleurs, l’usage du 

préservatif, moyen de protection efficace contre l’ensemble des IST ne suffit pas à enrayer la 

propagation du VIH-1. Si on se concentre sur la transmission colorectale, on estime que le sexe anal 

sans préservatif concerne 30% des pratiquants (McGowan and Dezzutti, 2014). Malgré l’abondance 

de campagnes de sensibilisation aux pratiques à risque, on comprend avec cette donnée la nécessité 

de développer des stratégies de prévention alternatives pour combattre la pandémie. Plusieurs 

méthodes ont fait l’objet, ou sont en cours d’étude pour être utilisées comme moyens de 

préventions additionnels comme la circoncision, la prophylaxie post-exposition (PEP), la prophylaxie 

pré-exposition (PrEP), l’usage d‘anticorps largement neutralisants, ou encore de microbicides.   

Il est important d’avoir en tête que la grande majorité des études, sur les microbicides 

notamment, ont été réalisées sur des modèles de muqueuses vaginales uniquement. L’extrapolation 

de ces résultats à la muqueuse colorectale, qui diffère largement des muqueuses féminines, peut 

parfois avoir des conséquences extrêmement problématiques (exemple gel spermicide nonoxynyl-9). 

Pour pallier ce manque de données sur les dispositifs de protection au niveau colorectal, différents 

modèles ont vu le jour depuis une dizaine d’années et feront l’objet d’un paragraphe en partie II.D.ii. 

Enfin, comme cela a déjà été décrit en partie II.C, les spécificités de la transmission associée aux 

cellules, largement négligée dans la mise au point des stratégies de prévention, pourraient expliquer 

au moins en partie les échecs de certaines études. Nous reviendrons donc sur les enjeux que posent 

la transmission associée aux cellules dans le design de nouveaux moyens de prévention.   

 

i. Les stratégies de prévention actuelles 

Les stratégies de prévention du VIH idéales devraient permettre : (1) une intervention précoce 

et locale pour limiter l'infection des cellules cibles du VIH disponibles sur les sites d’infection ; (2) la 

perturbation de l'expansion locale afin d’empêcher la propagation de l'infection au niveau de 

l'appareil génital vers la circulation systémique. 
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a. Prophylaxie Post Exposition (PEP) et Prophylaxie Pre exposition (PrEP)  

La PEP et la PrEP ont été proposées comme stratégies prophylactiques basées sur l’utilisation 

d’ARV contre le VIH. Pour la PEP, il s’agit d’une prise d’ARV immédiate et jusqu’à 72h après une 

potentielle exposition au VIH, et ce pendant 28 jours. Ce type de prophylaxie n’est pas  efficace à 

100%, mais elle a montré une forte réduction de l’infection de l’ordre de 81% (Cardo et al., 1997). Il 

n’est cependant pas évident de réellement établir l’efficacité de cette pratique lors de test 

randomisés du fait des problèmes éthiques évidents qu’une telle étude engendrerait. On ne peut 

bien sûr pas exposer sciemment des individus au virus afin d’évaluer l’efficacité d’une telle approche.  

Le PrEP consiste, elle, en l’administration préventive et quotidienne, de façon intermittente ou lors 

de périodes prolongées d’ARV à des individus séronégatifs exposés fréquemment au VIH afin de 

réduire le risque de contamination. Le but est simplement d’inhiber la réplication virale aussitôt 

après l’exposition virale, stoppant ainsi toute infection. Cet outil de prévention a vu le jour aux Etats-

Unis en 2012 et est disponible en France depuis 2016. Elle s’adresse aux populations à haut risque 

d’infection par le VIH, en particulier, les hommes ayant des rapports homosexuels chez qui les 

méthodes de prévention traditionnelles sont insuffisantes.  

Plusieurs études impliquant des couples hétérosexuels et homosexuels ont montré une 

bonne efficacité de ce type de prophylaxie, même si elle n’est totale (pour revue (Siguier and Molina, 

2018)). En effet, la réduction du risque d’infection suite à la prise de Truvada® (combinaison de 

Ténofovir et d’emtricitabine) chez les sujets HSH (hommes qui ont des rapports sexuels avec des 

hommes) est de 44% au sein de la cohorte iPrEx et de 86% au sein de la cohorte PROUD. Dans ces 

essais, le traitement est pris de façon continue. L’essai IPERGAY se distingue des autres essais par la 

prise d’un traitement prophylactique occasionnel au moment de l’exposition aux risques. Il a dans ce 

cas également été constaté une réduction très importante du risque d’infection par le VIH à hauteur 

de 97%. Deux autres études ont renforcé ces résultats en montrant que la prise quotidienne de 

Truvada ® ou de TDF (ténofovir original) sous forme orale réduisait le risque de contracter le VIH chez 

les personnes hétérosexuelles : (i) essai TDF-2 : réduction du risque d’infection de 62% chez l’homme 

exposé ; (ii) essai Partners : réduction de 63% et 67% chez l’homme et la femme respectivement sous 

TDF et de 84% et 66% sous Truvada®.  

Cependant, il faut garder en tête que le pré requis principal pour maintenir une protection 

efficace grâce à la PrEP est une bonne observance au traitement comme ont pu le démontrer les 

échecs des essais cliniques FEM-PrEP et VOICE, pour lesquels l’observance des participants était 

faible, respectivement < 40% et < 30% (pour revue (Siguier and Molina, 2018)). A cause de son coût 

élevé, une approche telle que la PrEP parait difficile à mettre en place à large échelle et reste donc un 
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outil réservé aux pays développés. D’autres stratégies de prévention pour les hommes et les femmes 

sont donc actuellement étudiées.  

b. Immunisation passive : Les Anticorps Largement Neutralisants (AcLN) 

Actuellement, aucun vaccin efficace contre le VIH n’a pu être mis au point, mais des 

approches d’immunisation passive utilisant des anticorps largement neutralisants, administrés soit 

en local ou bien en systémique afin de prévenir l’infection de la muqueuse vaginale, ont montré un 

effet prometteur lors d’études précliniques et dans les premières phases de tests cliniques (Traore et 

al., 2018). En effet, les résultats de l’essai clinique MABGEL-1 ont montré que l’application vaginale 

de trois anticorps neutralisants (2F5, 4E10 and 2G12) dirigés contre la gp41 et la gp120 du virus, à la 

dose quotidienne de 50mg sur 12 jours étaient capables de bloquer très efficacement l’infection par 

le VIH (Morris et al., 2014). Ces essais sont pour le moment toujours en phase I. Enfin, une étude 

publiée par le laboratoire d’Alexandra Trkola en Suisse (Zurich) au mois de septembre 2018 dans la 

revue Nature a permis de montrer l’existence au sein de la cohorte HIV suisse (303 paires de 

partenaires s’ayant transmis le virus de manière certaine), que certaines souches rares de VIH étaient 

extrêmement sensibles à la réponse immunitaire à base d’anticorps largement neutralisants 

déclenchée par l’hôte. Ils expliquent ce phénomène par la présence d’une mutation dans le génome 

du VIH générant une protéine d’enveloppe virale très particulière et très immunogénique, ce qui 

ouvre la voie au développement de vaccins plus efficaces (Kouyos et al., 2018). 

c. Microbicides 

Les microbicides sont des thérapies topiques développées pour prévenir l’infection par le VIH 

et d’autres maladies sexuellement transmissibles lors de rapports sexuels. Il s’agit d’agents 

biologiques ou chimiques formulés sous différents excipients: gels, crèmes, films, suspensions, 

suppositoires, tablettes et anneaux, pouvant être appliqués au niveau rectal ou vaginal.  

Le microbicide idéal doit être actif contre la transmission par du virus libre mais aussi contre la 

transmission de cellule à cellule. Il doit être non irritant, ne doit pas perturber l’épithélium de la 

muqueuse, ni la flore microbienne et le pH du mucus. Il ne doit pas être altéré par les enzymes 

protéolytiques présentes dans le mucus ou toute autre sécrétion telle que le sperme. Il doit avoir une 

capacité à diffuser et une bio-adhésion adéquate. Son temps de rétention doit également être 

suffisant pour agir contre les maladies sexuellement transmissibles pendant et après la relation 

sexuelle (McConville et al., 2014). Enfin, il doit être bien accepté par les utilisateurs, être peu onéreux 

et compatible avec les préservatifs masculins. 

Les microbicides actuels agissent de différentes manières en permettant : 

- la destruction du virus si tôt son entrée dans la muqueuse, 
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- l’inhibition de la liaison du virus à son récepteur CD4, 

- l’inhibition de la réplication virale, 

- l’activation du système immunitaire pour combattre l’infection 

- l’établissement d’une barrière physique et d’une inhibition du contact entre le VIH et la muqueuse, 

- l’inhibition d’autres IST qui augmentent les risques d’infection par le VIH (pour revue (McConville et 

al., 2014; Traore et al., 2018)). 

 

Les microbicides pourraient constituer un moyen de prévention de choix, en particulier pour 

les populations homosexuelles particulièrement vulnérables. L’utilisation de lubrifiant que ce soit au 

niveau vaginal ou au niveau rectal étant une pratique commune, la mise au point d’un microbicide 

avec des propriétés lubrifiantes n’engendrerait pas de changement dans les pratiques telles que le 

nécessite les autres formes de prévention. On sait notamment que la majorité des individus 

pratiquant le sexe anal réceptif utilisent des lubrifiants (94% des participants à une étude menée sur 

plus de 300 HSH entre 1995 et 1996 ont déjà utilisé un lubrifiant et 74% disent en utiliser lors d’au 

moins 80% de leurs rapports (Carballo-Diéguez et al., 2000)). De plus, plusieurs études révèlent 

l’intérêt de la population homosexuelle en faveur du développement de microbicides rectaux.  

Dans le cas du VIH, différents essais ont déjà été réalisés, mais à ce jour les résultats de ces 

études sont décevants. C’est le cas par exemple des microbicides contenant le surfactant nonxynol-9 

(N9). Diverses études ont démontré que des applications répétées de ce surfactant induisent une 

inflammatoire locale et des irritations favorisant ainsi l’infection par le VIH (Fuchs et al., 2007; Patton 

et al., 2002; Stafford et al., 1998). Les microbicides à base de polyanions sont une autre classe de 

microbicides. On peut par exemple citer le PRO2000. Les polyanions se lient aux protéines virales 

cationiques comme la gp120 et empêchent l’entrée du virus dans la cellule cible. Eux aussi ont 

montré des effets adverses puisque les polyanions favorisent la formation des fibrilles amyloïdes du 

sperme, composés « facilitateurs » de l’infection, du fait de leurs charges électriques opposées. Cela 

augmente donc les risques d’infection (Tan et al., 2013). La dernière classe de microbicide 

développée plus récemment est basée sur l’administration locale d’antiviraux. L’utilisation d’un gel 

contenant 1% de Ténofovir dans l’essai clinique CAPRISA 004 de phase II a permis une protection de 

39% par rapport au placebo. Dans cet essai, le gel vaginal était appliqué au moment des rapports 

(Abdool Karim et al., 2010). Cependant, l’application de ce gel dans l’essai VOICE, s’est révélée 

inefficace (Klatt et al., 2017). L’essai VOICE, qui comportait 5 bras, a consisté en une prise 

quotidienne par voie orale de Ténofovir, de Truvada ou d’un placébo ou d’un gel vaginal à 1% de 

Ténofovir ou du placebo. Les bras Ténofovir par voie orale et Ténofovir en gel ont prématurément 

été arrêtés par manque d’efficacité. Il est entre autre primordial de sensibiliser les utilisateurs afin de 
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renforcer l’adhérence, cause de grandes variations des taux de protection. De plus, une autre cause 

soupçonnée d’être à l’origine du manque d’efficacité du microbicide dans cet essai VOICE est la 

diversité des flores microbiennes entre différentes ethnies. Selon la population bactérienne 

majoritaire de la flore vaginale, la métabolisation du Ténofovir est plus ou moins rapide (Klatt et al., 

2017). En 2016, les résultats de l'étude ASPIRE financée par le NIH, ont montré qu'un anneau vaginal 

libérant en continu le médicament antirétroviral expérimental, la Dapivirine, fournissait un niveau 

modeste de protection contre l’infection par le VIH chez les femmes. L'anneau réduit le risque 

d'infection de 27% dans l'ensemble de la population de l'étude et de 61% chez les femmes âgées de 

25 ans et plus, qui utilisent l'anneau avec la plus grande adhérence (Baeten et al., 2016).  

Les études actuelles tentent de mettre aux points différents systèmes permettant la 

protection et la libération de la substance active de manière optimale dans les muqueuses. Il existe 

notamment des systèmes basés sur l’utilisation de nanoparticules. Ces dernières jouent un rôle 

essentiel dans la solubilité et la protection de la drogue. Elles peuvent également augmenter 

l’accessibilité de la drogue aux cellules cibles augmentant ainsi son pouvoir toxique à l’encontre du 

VIH (Traore et al., 2018). L'un des nano-systèmes bien connus, utilisés comme microbicide et entrant 

en essai clinique de phase 1, est le gel dendrimère SPL 7013 Vivagel®. Ce dendrimère est conçu pour 

interagir avec la gp120 afin d'inhiber l'entrée directe du VIH et a démontré une activité virucide sur 

certaines souches de VIH (Carballo-Diéguez et al., 2012). 

L’utilisation de matériaux sensibles aux stimuli semble être une approche intéressante et 

prometteuse pour la libération « à la demande » de médicaments. Ces types de polymères, qui 

répondent à différents stimuli, sont capables de libérer leur substance active au moment approprié, 

au niveau du site d’action choisi. Plusieurs stimuli sont possibles : une variation de pH, de 

température, une réponse aux enzymes présentes dans la muqueuse ciblée ou bien la présence de 

secrétions (Traore et al., 2018). Aujourd’hui ce type de produit n’est pas encore sur le marché, mais 

les études sont en cours. Par exemple, dans une étude publiée par Mahalingam et al., les auteurs ont 

mis au point un polymère synthétique ressemblant à la mucine, qui réticulera lors de l’augmentation 

du pH afin d’empêcher le mouvement du VIH libre (Mahalingam et al., 2011)). 

Dans le même ordre d’idée, les fibres électrofilées qui sont des composés déjà largement 

utilisés pour diverses applications, sont une nouvelle forme de microbicide à l’étude visant à la 

libération contrôlée du composé antiviral (Traore et al., 2018). Sans entrer dans les détails, la/les 

molécule(s) ARV sont emprisonnées dans des membranes non-tissées nano fibreuses créées grâce à 

un champ magnétique à partir de solutions de polymères ou de polymères à l’état fondu. La drogue 

est ainsi protégée et délivrée au moment voulu. Peu d’études se sont intéressées à ce type de 

composés pour la synthèse de microbicide, mais cela ne saurait tarder.  
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Enfin, une dernière « catégorie » de microbicide en cours d’étude vise à utiliser les propriétés 

naturelles des muqueuses pour la défense antivirale. Il s’agit de synthétiser sous une forme 

injectable, des bactéries modifiées, naturellement présentes dans la muqueuse d’intérêt qui 

synthétiseraient des protéines anti-VIH. Il suffit d’inoculer en intra-vaginal ou intra-rectal ces 

préparations de bactéries afin qu’elles colonisent la muqueuse. Le frein principal au développement 

de ce genre d’outils est l’utilisation d’organismes génétiquement modifiés. A ce jour, une seule étude 

chez le macaque a démontré une possible application de cette stratégie en intra-vaginal (Lagenaur et 

al., 2015). Elle concerne la biothérapie MucoCept qui utilise des bactéries Lactobacillus jensenii 

génétiquement modifiées pour sur-exprimer la Cyanovirin-N, une protéine inhibitrice de l’entrée du 

VIH dans sa cellule cible. Les résultats ont démontré que la colonisation de la muqueuse vaginale par 

les bactéries inoculées était robuste (83% des macaques après 3 semaines) et que le produit était 

effectivement délivré. L’efficacité de cette stratégie prometteuse doit cependant encore être 

démontrée.  

Nous devons néanmoins garder en tête la limite principale de ce type de prophylaxie : sa 

sensibilité au microbiote de l’hôte. Des études protéomiques ont démontré qu’un microbiote vaginal 

dysbiotique, (comprenant moins de 50% de Lactobacillus spp), influait directement sur l'efficacité du 

traitement, comme cela a été soupçonné dans l’essai VOICE. A titre d’exemple, Gardnerella vaginalis, 

l’espèce vaginale dominante chez les femmes dysbiotiques, est capable de dégrader directement le 

ténofovir, mais pas la dapivirine, un antirétroviral également mis au point pour de type de 

prophylaxie (pour revue (Abdool Karim et al.)).  

 

ii. Les modèles d’étude des stratégies antivirales locales 

Les modèles in vitro et ex vivo de muqueuses constituent un outil incontournable pour 

l’évaluation préclinique des stratégies antivirales locales. En effet, il est primordial de s’assurer que 

les composés testés n’induisent aucune toxicité tissulaire, laquelle pourrait fragiliser la barrière 

épithéliale ou induire une inflammation de la muqueuse, et avoir l’effet inverse de celui désiré en 

favorisant le passage du VIH. On cherche également à tester l’efficacité des molécules antivirales et à 

déterminer la formulation optimale pour la délivrance du produit dans des modèles qui permettront 

de mimer les conditions physiologiques où l’infection présente un plus fort risque, à savoir lorsque la 

barrière épithéliale est compromise et/ou en conditions inflammatoires. Les nouvelles stratégies de 

prévention antivirale sont donc testées sous leur forme finale dans des modèles mimant le 

microenvironnement du vagin et/ou du rectum/colon. 
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L’approche la plus couramment utilisée consiste à exposer les muqueuses à la molécule 

antivirale testée de façon simultanée ou bien avant une exposition virale. D’une manière générale, 

l’inhibition de l’infection est évaluée selon les modèles, par mesure de protéines virales relarguées 

dans le milieu de culture (p24 dans le cas du VIH-1), par quantification du génome viral présent dans 

les cellules muqueuses ou dans le surnageant de culture, par test de l’infectiosité des cellules 

émigrant des explants tels que des cellules dendritiques sur des cellules reportrices permissives à 

l’infection ou enfin par observation histologique. L’innocuité des molécules testées sur l’intégrité de 

la muqueuse est évaluée par observation histologique et à l’aide de tests de viabilité de type MTT et 

par dosage de la LDH.  

Dans un premier temps, les modèles de culture cellulaire in vitro ont permis de tester 

rapidement divers agents simultanément, bien qu’ils ne récapitulent pas le microenvironnement 

tridimensionnel (3D) in vivo (Wildenberg and van den Brink, 2012). Parmi les autres méthodes in vitro 

utilisées, les explants de tissus muqueux représentent des modèles de choix pour tester l’activité 

anti-VIH-1 des substances à tester et notamment des microbicides. Les tissus cervicaux ont été les 

premiers à être utilisés afin d’évaluer l’efficacité de la première génération de microbicides au cours 

de l’étude des évènements précoces de l’infection. Depuis lors, d’autres tissus muqueux ont été 

utilisés, en particulier les tissus colorectaux, vaginaux, prépuciaux et péniens. Il existe deux stratégies 

de mise en culture des explants : non polarisée ou polarisée. Les modèles d’explants non polarisés 

consistent en de petits cubes de tissu comportant l'épithélium et la lamina propria. Les tissus sont 

immergés dans un milieu contenant du VIH avec ou sans médicament. Cela mime le « pire » scénario 

possible en permettant au virus d’accéder aux cibles de la lamina propria indépendamment de sa 

traversée de l’épithélium. Grâce à ces modèles, il a été montré que l’inhibition de l’infection par le 

VIH-1 dans les muqueuses par différents inhibiteurs de l’entrée virale et inhibiteurs non-

nucléosidiques de la transcriptase inverse, requiert une dose supérieure de plusieurs log10 par 

rapport aux doses requises en test in vitro traditionnel sur cellules reportrices (Fischetti et al., 2009; 

Fletcher et al., 2009; Herrera et al., 2009, 2011). Ces modèles ont également permis de démontrer le 

bénéfice d’une combinaison de molécules, plutôt que des monothérapies, dans la composition des 

microbicides (Abner et al., 2005; Herrera et al., 2009, 2011). Ils ont également permis de tester l’effet 

des fluides génitaux (sperme et sécrétions vaginales) sur la distribution et l’efficacité des drogues 

testées. 

Bien que contraint par le maintien limité de l’intégrité de l’épithélium en culture, les explants 

polarisés présentent le net avantage de permettre l’évaluation de l’efficacité des molécules 

formulées, le plus souvent en gel, avec une application épithéliale mimant ainsi la voie d’entrée 

naturelle de la molécule testée (Abner et al., 2005; Cummins  Jr. et al., 2007). L’utilisation de ces 
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modèles a ainsi permis de démontrer l’innocuité et l’efficacité de plusieurs inhibiteurs de l’entrée du 

VIH-1 et de la transcriptase inverse (nucléosidique et non-nucléosidique) incorporés dans des 

hydrogels, et de mettre en évidence leur effet protecteur sur la muqueuse. Prenons l’exemple de 

l’essai clinique MTN-013/IPM 026 portant sur l’effet de deux composés : le dapivirine (DPV) (25 mg) 

et le maraviroc (MVC) (100 mg). Malgré l’excellente tolérance des muqueuses cervicales et cervico-

vaginales après 28 jours d’application, seul le DPV présentait une activité inhibitrice sur l’infection 

par le VIH à la dose utilisée (Chen et al., 2015).  

Ces dernières années, un modèle original de culture de muqueuse a été développé et même 

utilisé en essai clinique (Dezzutti, 2015). Ce modèle de « challenge ex vivo » consiste à mettre en 

culture des biopsies colorectales, cervicales ou vaginales prélevées chez des participants ayant utilisé 

de façon assidue, pendant une période déterminée, un gel ou anneau vaginal à activité antivirale. La 

biopsie est ensuite infectée par le VIH-1 ex vivo afin d’évaluer l’efficacité du traitement microbicide. 

Cette approche a par exemple mis en évidence que l’utilisation de microbicides vaginaux tels que le 

tenofovir appliqué soit en gel (1%) soit par prise orale (300mg, prise unique) possède également un 

fort pouvoir suppressif de l’infection VIH au niveau de la muqueuse colorectale (Anton et al., 2011). 

La mise en place de ces essais permet une évaluation plus physiologique de l’efficacité des 

microbicides. 

Enfin, les modèles animaux de souris humanisées (c’est-à-dire immunodéficientes, greffées 

avec des cellules immunitaires humaines) ou de primates non humains par exemple constituent la 

dernière alternative pour la mise au point de stratégies antivirales, et ce de façon totalement in vivo.  

 

Les modèles in vivo ont l’avantage de permettre aux chercheurs de réaliser des travaux qui 

sont inenvisageables d’un point de vue éthique et moral chez l’homme, tels que des expositions au 

VIH (ou autres pathogènes), dans un organisme entier se voulant au plus proche possible de 

l’homme. 

Les travaux réalisés sur souris humanisées ont par exemple permis de mettre en évidence que 

l’administration d’ARN interférents dirigés contre les récepteurs CD4 et CCR5 exerce un rôle 

protecteur face à l’infection vaginale par le VIH-1 (Kim et al., 2010b; Wheeler et al., 2013). De plus, 

divers autres travaux ont montré notamment que l’administration régulière de gel contenant  1% de 

Ténofovir (similaire à ce qui était utilisé chez les femmes dans l’essai clinique CAPRISA004 de 2010 

(Abdool Karim et al.)) protégeait les souris d’une infection par le VIH-1 lors d’une exposition vaginale.  

Enfin, il est indéniable que les primates non humains sont biologiquement et immunologiquement 

similaires aux hommes, ce qui en fait un modèle de choix pour évaluer l’efficacité des stratégies 

thérapeutiques anti-VIH. Les modèles de macaques infectés par le SHIV (chimère du VIH et du Virus 
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de l’Immunodéficience Simienne SIV) ont par exemple permis d’établir de façon précise les 

paramètres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des traitements antiviraux, permettant 

ainsi de déterminer le dosage requis pour leur efficacité optimale. Malgré leur forte pertinence 

biologique, ces modèles présentent tout de même des limites qu’il faut avoir à l’esprit : un 

microbiote différent de celui de l’homme, ou bien encore des facteurs de restriction différents pour 

ne citer que les limitations les plus prépondérantes. Ils sont cependant aujourd’hui, en complément 

de tous les autres modèles vu précédemment, absolument indispensables à l’étude de nouvelles 

stratégies thérapeutiques de prévention contre le VIH-1.  

 

iii. Les stratégies de prévention et la muqueuse colorectale 

Le développement des microbicides doit prendre en compte l'environnement biologique 

complexe dans lequel les produits doivent agir. Pendant longtemps, les microbicides développés ont 

principalement été testés sur des modèles de muqueuse vaginale, mais pas vérifiés sur muqueuse 

colorectale. Cependant, comme cela a déjà été mentionné, les importantes différences 

physiologiques entre ces deux compartiments remettent en question le simple « transfert » d’un 

produit vaginal en produit rectal. Comme décrit précédemment, le vagin est bordé par un épithélium 

squameux stratifié, alors que le rectum/colon est bordé par un épithélium simple et cylindrique. De 

plus, la longueur du côlon en tant que «cavité ouverte» par rapport à la «cavité fermée» que 

constitue le vagin pose des problèmes quant au choix du volume posologique et de sa viscosité, car il 

fournit une plus grande surface d'infection que le vagin (McGowan, 2014). Autre différence 

importante entre les compartiments vaginaux et rectaux : le pH. Alors que le pH vaginal est acide (pH 

de 4/4.5) dû à la présence de lactobacilles produisant de l'acide lactique, le rectum présente un pH 

légèrement alcalin (Ham et al., 2015). Cette caractéristique explique par exemple les échecs de deux 

microbicides initialement vaginaux et considérés comme efficaces et sûrs : le N9 et la formulation 

originale du Ténofovir qui induisent une altération de la barrière épithéliale colorectale (Dezzutti et 

al., 2012; McGowan, 2014). En effet, les tissus muqueux rectaux sont plus affectés par l’hyper-

osmolarité que les tissus vaginaux, même si ces derniers peuvent aussi être altérés dans une moindre 

mesure (Ham et al., 2015). Des « feuillets » épithéliaux entiers se détachent de la muqueuse rectale 

après application du N-9, augmentant ainsi la probabilité d’infection (Phillips et al., 2000, 2004). Pour 

l’anecdote, le N-9 est maintenant même utilisé dans certaines études comme contrôle positif 

d’altération épithéliale (Fuchs et al., 2013)! 

Par ailleurs, les transporteurs membranaires exprimés au niveau du colon et de la muqueuse 

vaginale sont également différents en termes de niveaux d’expression, de localisation et d’activité. 
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Une faible expression de transporteurs d’efflux et/ou une forte expression de transporteurs d’influx 

est associée à une accumulation du médicament au sein de la muqueuse et inversement. Par 

exemple, les transporteurs d’efflux MDR1 et MDR2 sont plus nombreux au sein de la muqueuse 

vaginale contrairement au transporteur d’influx OAT1 qui lui est plus abondant au sein de la 

muqueuse rectale. Ce profil d’expression des transporteurs explique la plus grande accumulation du 

Tenofovir et du Maraviroc au sein de la muqueuse rectale par rapport à la muqueuse vaginale dans 

des explants humains (Nicol et al., 2014). Il en est de même pour les enzymes de métabolisation des 

médicaments. Elles sont retrouvées au niveau des muqueuses vaginales et colorectales et peuvent 

provoquer une métabolisation différentielle entre ces deux tissus voire entre les différents patients 

(To et al., 2013). Ce type d’étude souligne encore une fois l’importance de « designer » des stratégies 

de préventions locales qui soient spécifiques à chaque muqueuse et réfléchies pour s’adapter à 

chacune d’entre elles.  

iv. La transmission in vivo par les cellules infectées : importance pour les stratégies 

de prévention  

Aujourd’hui encore nous manquons d’une bonne compréhension de la contribution de 

chacune des formes du virus dans la biologie de la transmission. En terme de prévention, quelle 

importance que la transmission soit initiée par du virus libre ou par des cellules infectées ?   

Il a été montré que les molécules ARV, qui peuvent faire partie de la composition des 

microbicides, ont une efficacité réduite lorsque la transmission est initiée à partir de cellules 

infectées, et non des particules virales libres, au moins dans les modèles cellulaires testés pour 

l’heure (Duncan et al., 2013; Sigal et al., 2011). Cette différence d’efficacité a été attribuée à une 

augmentation de la concentration locale de virions lorsque la propagation s’effectue de cellule à 

cellule, nécessitant de fait des quantités plus élevées d’ARV. Afin de pallier ce phénomène, 

l’utilisation simultanée de plusieurs ARV permet de rétablir leur efficacité contre la propagation du 

virus de cellule à cellule à des niveaux comparables à ceux d'une infection par du virus libre (Agosto 

et al., 2014). Par ailleurs, il est légitime de suspecter que le manque d’efficacité de la PrEP dans 

certains contextes soit au moins en partie dû à un effet protecteur relativement limité contre 

l’infection par les cellules infectées par le VIH.   

L'efficacité relative des anticorps neutralisants varie également selon que la transmission soit 

initiée par du virus libre ou par des cellules infectées. Seuls certains types d'anticorps neutralisants 

dotés de fonctionnalités spécifiques sont aussi efficaces pour bloquer le VIH associé aux cellules et le 

virus libre (Duncan et al., 2013; Malbec et al., 2013; Sagar et al., 2012). A titre d’exemple, les AcLN 
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dirigés contre les épitopes dans le domaine transmembranaire, tels que gp41, ont montré une 

puissance égale à inhiber la transmission que ce soit par des cellules infectées ou bien par du virus 

libre. En revanche, les AcLN qui ciblent les épitopes dans la protéine de surface extracellulaire, la 

gp120, présentent un pouvoir inhibiteur sur l’infection réduit de 10 à 100 fois lorsque celle-ci est 

initiée par des cellules infectées par rapport à du virus libre (Abela et al., 2012). Cela suggère que les 

vaccins induisant la production d’anticorps largement neutralisants avant une exposition au VIH-1 

peuvent ne pas nécessairement empêcher l'acquisition du virus par les cellules infectées s'ils ne 

possèdent pas les fonctionnalités spécifiques requises pour bloquer le transfert de virions de cellule à 

cellule. Il en va de même pour les microbicides qui visent à induire une immunisation passive via 

l’apport direct d’anticorps au niveau muqueux. De plus, la concentration d’anticorps requise pour 

inhiber la transmission de cellule à cellule est souvent 10 à 20 fois supérieure à celle requise pour 

inhiber la transmission par du virus libre, ce qui complique encore le développement de stratégies 

antivirales efficaces. 

Il s’agit ici d’un petit nombre d’exemples montrant l’importance de ne pas négliger la 

transmission cellule-cellule dans le design de nouveaux traitements préventifs. 

III. Le sperme, un simple vecteur pour le VIH ? 

Le sperme est un fluide biologique très riche dont la fonction première est d’assurer la 

reproduction de l’espèce. Il se compose d’une fraction acellulaire, le liquide séminal (LS), qui 

représente environ 95-98% du volume total, et d’une fraction cellulaire composée très 

majoritairement des spermatozoïdes. En plus de son rôle dans la protection, le transport et la survie 

des spermatozoïdes, le LS est capable de moduler la réponse immunitaire du tractus génital féminin 

en vue de la fécondation et de l’implantation de l’embryon (Robertson and Sharkey, 2016). Le 

sperme est également le vecteur d’un grand nombre de pathogènes (virus, bactéries, champignons) 

que ce soit via sa fraction acellulaire ou via sa fraction cellulaire (pour revue (Baird et al, 2018.; 

Dejucq and Jegou, 2001)) 

A. Caractéristiques physiques et chimiques 

Le LS, et plus largement le sperme, est un fluide avec des caractéristiques physiques et 

chimiques bien particulières qu’il est important de décrire succinctement.   
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pH et propriété tampon 

Le LS contient toute une panoplie de composés tels que des ions inorganiques (HCO3-/CO2), 

des acides organiques, des sucres, des lipides, des stéroïdes, des acides aminées, des polyamines 

ainsi que des protéines lui conférant un pouvoir tampon supérieur à la plupart des autres fluides 

corporels (Zhou et al., 2015). Cette dernière propriété n’est absolument pas anodine, car elle permet 

par exemple de neutraliser l’acidité du tractus génital féminin (Bromfield, 2014), ce qui permet la 

survie des spermatozoïdes au sein de ce milieu en vue de la fécondation. Malheureusement, un des 

effets secondaires indésirables de ce pouvoir tampon est de permettre la survie des particules de 

virus libres et des cellules infectées contenues dans le sperme, favorisant ainsi le risque d’infection. 

Le pH classique du sperme d’un homme en bonne santé se situe entre 7.4 et 8.4. Une acidification de 

ces valeurs de pH peut être le reflet d’un défaut de sécrétion des vésicules séminales (normalement 

alcalines), alors qu’un pH nettement plus alcalin peut révéler une insuffisance des secrétions 

prostatiques (normalement légèrement acides) (Grizard and Jimenez, 1997).  

Osmolarité 

Le sperme possède une forte osmolarité, plus élevée que celle du plasma sanguin. Son 

osmolarité dépend tout autant de sa concentration en glucides et autres composants organiques que 

de sa concentration en sels minéraux (pour revue (Owen and Katz, 2005)). 

Viscosité 

Les propriétés rhéologiques du sperme sont modifiées de façon drastique après éjaculation. En 

effet, très rapidement le coagulum gélatineux se liquéfie, sous l’action de facteurs de coagulation 

issus des vésicules séminales. Les composants principaux du coagulum sont les séminogélines 1 et 2 

(SEM1 et SEM2) très abondantes dans le sperme (20mg/ml) et la fibronectine). Au cours de la 

liquéfaction, le coagulum se transforme en un matériel fluide grâce au clivage protéolytique de sites 

spécifiques des séminogélines par les facteurs dits de liquéfaction : PAP (Prostatic Acide 

Phosphatase), PSA (Prostate Specific Antigen), originellement synthétisés au niveau de la prostate. La 

liquéfaction intervient 5 minutes après éjaculation in vivo et 20 à 30 minutes après éjaculation in 

vitro. La viscosité se mesure en centipoises (cP), la viscosité de l’eau à 20°C correspondant ainsi à une 

unité centipoise. Concernant le sperme, plusieurs études ont tenté de mesurer sa viscosité avec 

différentes méthodes, donnant des valeurs variant entre 3-4 et 6-7 cP selon les techniques 

employées (pour revue (Owen and Katz, 2005)).    
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B. Synthèse du sperme et composition 

i. La synthèse 

Le sperme humain est composé du mélange complexe des secrétions provenant des testicules 

(1-2%), de l’épididyme (2-4%), des vésicules séminales (65-75%), de la prostate (25-30%) et des 

glandes de Cowper (<1%) (Rolland et al., 2013). Le volume de l’éjaculat est variable (de 3 à 6 

millilitres). Lors de l’éjaculation, l’éjaculat initial n’est pas une mixture homogène, et l’on peut le 

stratifier en 4 fractions distinctes. La première, la fraction pré-éjaculatoire, contient les secrétions des 

glandes de Cowper et de Littré qui semblent jouer un rôle de lubrification pour l'écoulement du 

sperme. La seconde, la fraction préliminaire, provient essentiellement de la prostate et dans une 

moindre mesure de l’épididyme. Elle contient notamment des enzymes qui permettront la 

liquéfaction de l’éjaculat. La troisième et principale fraction composante du sperme est constituée 

d’un mélange des secrétions prostatiques et des vésicules séminales. Cette fraction est 

particulièrement impliquée dans la formation du coagulum séminal, dans la modification de la 

mobilité des spermatozoïdes et dans l’immunosuppression. Enfin, la dernière fraction dite terminale, 

et la plus volumineuse, provient principalement des vésicules séminales (Owen and Katz, 2005). Le 

sperme a donc une constitution hétérogène qui se modifie au cours de l'éjaculation. L'expulsion 

s'effectue en 4 à 6 fractions, et les deux tiers des spermatozoïdes sont contenus dans la première 

moitié de l'éjaculat (Figure 8). 

 

 

Figure 8 : Représentation schématique des différents organes du tractus génital mâle et de leur 

contribution à la composition du sperme.  
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ii. La composition du liquide séminal   

La diversité moléculaire du sperme puise sa source au sein de divers organes qui vont chacun 

produire certains de ses constituants de manière spécifique. Par exemple, la prostate constitue la 

principale source de lipides, d’acide citrique, d’enzymes protéolytiques, de zinc et de phosphatases 

acides. Les vésicules séminales sont quant à elles à l’origine de la majorité du fructose et des 

prostaglandines contenues dans le sperme. A tous ces divers constituants du sperme s’ajoute  des 

ions (dont le calcium, le magnésium, le potassium, le sodium, et le zinc), des sucres (fructose mais 

également glucose) qui sont une source importante d’énergie pour les spermatozoïdes, des acides 

aminés, présents à une concentration plus importante que dans le plasma sanguin, de nombreuses 

protéines sur lesquelles nous reviendrons plus en détails, ainsi que plusieurs autres molécules dont 

l’urée, l’acide lactique, de la choline, des acides sialiques, de l’inositol, de la spermine, du pyruvate, 

de la créatine, du citrate et de l’acide ascorbique (Owen and Katz, 2005; Rolland et al., 2013). 

Revenons aux protéines, dont la majeure partie provient des vésicules séminales, excepté 

l’albumine par exemple qui représente environ 1/3 des protéines du sperme et qui a une origine 

prostatique (Owen, 2005). On estime aujourd’hui le nombre de protéines composites du sperme à 

plus de 2000 (Druart and de Graaf, 2018). La concentration en protéines totales est d’environ 

5040mg/100mL (pour revue (Owen, 2005). Les protéines présentes dans le liquide séminal sont des 

protéines de liaison ou bien des protéines à activité catalytique (hydrolases, glycosylases, 

glycosidases, lipases), ou encore impliquées dans de nombreux processus biologiques (métabolisme, 

régulation, communication cellulaire, transport, etc.) (Figure 9). La majorité des protéines du liquide 

séminal appartiennent à un des trois groupes suivants : 1) les protéines porteuses de modules de 

fibronectine de type II, 2) les spermadhésines et 3) les protéines sécrétoires riches en cystéines 

(Rodriguez-Martinez et al., 2011). Le LS contient également des protéines jouant un rôle dans le 

système immunitaire telles que des immunoglobulines, des molécules du complément, ainsi que des 

cytokines et chimiokines impliquées dans la suppression de la réponse immunitaire dans le tractus 

génital féminin. On y trouve également des prostaglandines et des protéines à activité 

antimicrobiennes telles que les mucines produites par les glandes bulbo-urétrales. De plus, les 

protéines basiques du sperme (putrescine, spermine, spermidine, cadaverine) sont celles qui 

participent à l’effet tampon mentionné précédemment et qui contrecarrent l’environnement vaginal 

acide (Owen and Katz, 2005; Rodriguez-Martinez et al., 2011; Rolland et al., 2013). Le sperme 

contient aussi des prostasomes qui sont des vésicules lipidiques particulières sécrétées par la 

prostate humaine. Les prostasomes semblent avoir un rôle bénéfique dans la mobilité des 

spermatozoïdes et une action immunologique protectrice vis-à-vis des défenses immunitaires du 
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tractus génital féminin. Cette action s'exerce via la stimulation de la production de dérivés actifs de 

l’oxygène à la fois sur les polynucléaires neutrophiles et sur les spermatozoïdes. (pour revue (Aalberts 

et al., 2014; Zorn, 2009)).  

Figure 9 : Distribution des protéines présentes dans le liquide séminal  

A. Selon leur fonction métabolique  

B. Selon les processus biologiques dans lesquels elles sont impliquées, d’après Batruch et al. (2011). 
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iii. Les cellules du sperme  

Au LS composant la partie acellulaire du sperme s’ajoute une fraction cellulaire, composée de 

cellules telles que celles appartenant à la lignée germinale ainsi que des cellules immunitaires, en 

passant par des cellules épithéliales et de Sertoli. Les spermatozoïdes sont les cellules majoritaires du 

sperme mais leur nombre peut grandement varier selon les individus (norme > 39 millions par 

éjaculat). Les divers autres composants cellulaires du sperme sont qualifiés de cellules non 

spermatozoïdes (CNS). Ils se composent notamment de leucocytes séminaux (norme < 1 million/mL) 

(WHO 2010) présents en moyenne à hauteur de 1.105/mL soit environ 13% des CNS, et qui sont 

probablement impliqués dans l’élimination des spermatozoïdes anormaux et dégénérescents. On y 

retrouve également des cellules germinales immatures représentant la plus grande partie des CNS 

(84% environ), ainsi que des cellules de Sertoli et des cellules épithéliales provenant des différents 

organes de synthèse du sperme, représentant approximativement 3% des CNS  (Smith et al., 1989).  

Au sein de la population leucocytaire, les granulocytes (ou polymorphonucléaires) sont de loin 

les plus abondants puisque l’on estime qu’ils représentent entre 50 et 60% de la population totale. 

Les monocytes/macrophages arrivent en seconde position et représentent 20 à 30% des leucocytes 

séminaux. On retrouve également des lymphocytes T cytotoxiques CD4 et CD8 (Quayle et al., 1997, 

1998) présents chacun pour moitié, et comptant pour environ 5% des leucocytes  (Smith et al., 1989). 

Certaines études ont rapporté la présence infime d’une population de lymphocytes B (Ball et al., 

1999; Basu et al, 2002.), ainsi que de cellules dendritiques dans le sperme d’hommes et de macaques 

(Bernard-Stoecklin et al., 2014). Chez l’homme, la présence de cette dernière population est plus 

anecdotique car elle concerne quasi exclusivement des hommes souffrant d‘une inflammation 

chronique (Duan et al., 2014).      

La mise en évidence de la présence de ces cellules leucocytaires dans le sperme a été rendue 

possible par l’utilisation de différentes méthodes, telles que des colorations peroxydases (ex :la 

coloration de Endtz), immunocytologiques, et enzymatiques. Plus récemment, la cytométrie est 

devenue « LE » moyen de détection et d’étude de ces cellules (Politch et al., 2014), permettant la 

caractérisation simultanée d’une plus grande panoplie de marqueurs (ex : cytométrie de masse, 

CyTOF)(Korin et al., 2018).   

a. Phénotype des leucocytes séminaux 

Très peu d’études se sont intéressées au phénotype des leucocytes séminaux, et parmi ces 

études, la population leucocytaire séminale la plus étudiée est celle des lymphocytes T, ce qui peut 

sembler paradoxal étant donné la faible proportion de ces cellules dans le sperme (Figure 10). Les 
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quelques études qui s’y sont intéressées ont rapporté l’expression sur les lymphocytes T CD4 

séminaux de marqueurs d’activation tels que le récepteur à l’IL2 (CD25), le CD69, un marqueur 

d’activation précoce, ainsi que le HLA-DR, un marqueur d’activation tardif (Basu et al.; Bernard-

Stoecklin et al., 2014; Politch et al., 2009, 2014).  Aussi l’expression de divers autres marqueurs de 

surface, tels que le CD103 (marqueur muqueux), a également été retrouvée au sein des cellules CD4, 

mais de façon plus hétérogène, suggérant qu’une fraction seulement des lymphocytes séminaux ont 

un profil muqueux classique (Quayle et al., 1997). CD103 est un marqueur exprimé par une vaste 

majorité des lymphocytes intraépithéliaux (95%), alors qu’il est présent sur moins de 2 % des cellules 

sanguines. Par ailleurs, chez le macaque, les cellules T CD4 expriment les corécepteurs du VIH CCR5 

et CXCR4, mais rarement de façon concomitante (Bernard-Stoecklin et al., 2014). D’une manière 

générale, parmi les lymphocytes T CD4+, il existe différentes populations dites naïves et mémoires 

(effectrices et centrales) que l’on peut repérer grâce aux profils d’expression (CD4+ CD45RA+) et 

(CD4+ CD45RO+) respectivement. Dans le sperme, la majorité des CD4 présentent un phénotype 

mémoire, et le reste un phénotype naïf (Bernard-Stoecklin et al., 2014; Denny et al., 1995). Notons 

que ces proportions sont différentes de celles retrouvées dans le sang puisque les lymphocytes au 

phénotype naïf constituent environ la moitié de la population cellulaire. Cela signifie que ces 

populations lymphocytaires n’auront pas les mêmes capacités de réponse aux antigènes et d’un 

point de vu de l’infection par le VIH, elles ne présentent pas la même ssensibilité. Les lymphocytes 

mémoires étant plus susceptibles que les lymphocytes naïfs (Groot et al., 2006).  

 

Figure 10 : Marquage immunohistochimique des leucocytes présents dans le sperme humain 

a. Lymphocytes T CD4 

b. Macrophages CD68+ 

c. Leucocytes CD45+ issues d’un homme leucocytospermique  

Adapté de Anderson et al., 2010 
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La seconde population de lymphocytes T séminaux, les T CD8, présente elle aussi un 

phénotype activé, mis en évidence par l’expression du marqueur d’activation TIA-1, qui est une 

protéine associée aux granules retrouvée chez le LT CD8 cytotoxique, indiquant un potentiel 

cytotoxique (Quayle et al., 1997).  

Le phénotype des monocytes/macrophages et des cellules dendritiques du sperme demeure 

jusqu’à ce jour très peu documenté. Malgré la très faible proportion de cellules dendritiques dans le 

sperme humain,  une étude a mis en évidence que celles-ci possèdent un phénotype immature 

(CD80- CD86+ CD83low CCR6+ CCR7- CD14+) (Duan et al., 2014). En ce qui concerne les monocytes et 

macrophages séminaux humains, aucune étude ne s’est intéressée à les caractériser de manière fine, 

bien qu’ils représentent pourtant la seconde population leucocytaire la plus abondante derrière les 

granulocytes. En revanche, la caractérisation des monocytes et macrophages séminaux chez le 

modèle macaque, dont le sperme est décrit comme très similaire au sperme humain (Bernard-

Stoecklin et al., 2013), nous apprend que ces cellules expriment fortement CCR5, à la différence de 

CXCR4. Ceux-ci sont en plus dotées de facteurs de migration et d’adhésion tels que les molécules 

LFA-1 et Mac-1.  

Alors que la majorité des études portant sur la transmission du VIH par cellules infectées 

utilisent des lymphocytes et des monocytes/macrophages dérivés du sang, la description plus 

approfondie du phénotype de ces cellules séminales, tant lymphocytes T CD4 que monocytes et 

macrophages reste absolument nécessaire. En effet, ce type d’étude permettra d’appréhender dans 

quelles mesures les cellules immunitaires dérivées du sang récapitulent le phénotype des cellules 

immunitaires séminales. Ce sera précisément l’objet du chapitre II de ce manuscrit.    

b. Origine des leucocytes séminaux  

Bien que différentes hypothèses coexistent, l’origine des leucocytes dans le sperme reste 

aujourd’hui questionnée. Répondre à cette question permettra entre autre d’identifier au sein de 

tractus génital mâle quel(s) organe(s) pourraient constituer des potentiels réservoirs à VIH, 

contribuant ainsi à la persistance de la maladie au sein de la population. Il semble peu probable que 

le testicule soit un contributeur majeur de ce type de cellule, en raison de la localisation 

exclusivement interstitielle des leucocytes, qui sont tenus à l'écart de la lumière des tubes 

séminifères par la barrière hémato-testiculaire. En revanche, l'épididyme pourrait représenter une 

source importante de ces cellules dans le sperme, comme le suggère le fait que la vasectomie soit 

associée à une réduction du nombre de leucocytes séminaux (Anderson et al., 1991; Houzet et al., 

2014; Wolff, 1995) et par la détection de leucocytes situés à proximité de la lumière séminale 

(Hedger, 2011; Hedger et al., 2015). Néanmoins, il est clairement établi que dans certains cas (ex : 
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prostatite, urétrite), les leucocytes séminaux rejoignent le sperme en aval des canaux déférents 

puisqu’on y retrouve ces cellules malgré une vasectomie. Par ailleurs, il existe un certain nombre 

d’évidences indiquant que l’origine des leucocytes séminaux pourrait être différente selon qu’elle 

concerne les lymphocytes, les monocytes/macrophages et les granulocytes, ce qui ajoute un niveau 

supérieur de complexité. Par exemple, l’évaluation histologique des populations de leucocytes 

présents dans le sperme et dans différents organes producteurs du sperme avant et après 

vasectomie indique qu’effectivement, les lymphocytes, monocytes et macrophages séminaux 

seraient majoritairement originaires de l’épididyme, alors que les granulocytes proviendraient 

essentiellement de la prostate (Paranjpe et al., 2002). Une autre étude est parvenue à la même 

conclusion en étudiant les différentes fractions de l’éjaculat qui, comme décrit en partie III.B.i, 

peuvent permettre de relier l’organe producteur à la fraction étudiée, grâce à son contenu en 

protéines. Les fractions contenant le plus de protéines produites par l’épididyme étaient également 

celles contenant le plus de lymphocytes et de monocytes/macrophages, alors que les fractions 

associées à la prostate contenaient une majorité de granulocytes (Simbini et al., 1998).   

Afin de véritablement valider ces hypothèses, une caractérisation fine et une comparaison du 

phénotype des leucocytes du sperme et de ceux issus des différents organes du tractus génital 

masculin reste néanmoins indispensable. Les travaux exposés dans ce manuscrit en chapitre II ont 

pour mission d’y contribuer.   

La concentration en leucocytes du sperme varie de façon importante entre les individus mais 

elle ne doit pas dépasser 1.106/mL selon les recommandations de l’OMS. Dans le cas contraire, on 

parle alors de leucocytospermie. Elle survient le plus souvent lors d’une infection ou d’une 

inflammation génitale, la plupart du temps asymptomatique, et concerne 5 à 10% de la population 

masculine saine (Politch et al., 2007). Cette prévalence peut montrer jusqu’à 24% chez les hommes 

infectés par le VIH (Anderson et al., 2010a; Politch et al., 2014). Chez ces hommes 

leucocytospermiques, l’augmentation de la concentration leucocytaire concerne toutes les 

populations, à savoir les granulocytes, les monocytes/macrophages et les lymphocytes T (Wolff and 

Anderson, 1988). Cette augmentation du nombre de leucocytes dans le sperme s’explique 

probablement du fait d’un relargage exacerbé de ces cellules venant de l’épithélium, d’une altération 

de l’intégrité de la barrière épithéliale et d’une attraction de ces cellules au niveau du site 

d’inflammation (Quayle et al., 1997).   
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C. Présence du VIH dans le sperme 

Intéressons-nous maintenant au sperme d’hommes infectés par le VIH. Le virus est présent dans 

le sperme à la fois sous forme de particules virales libres et sous forme de cellules infectées, 

lymphocytes T CD4 et monocytes/macrophages (Quayle et al., 1997). Plusieurs éléments indiquent 

que les souches virales et les cellules infectées présentes dans le sperme ne proviennent pas 

uniquement du sang mais trouveraient leur origine au moins en partie au sein du tractus génital mâle 

(TGM). 

 

i. Origines du virus dans le sperme et infection des organes du TGM 

Quelles sont les données sur lesquelles repose cette hypothèse ?  

Au cours de la phase aigüe d’infection, il est décrit que le sperme, très infectieux, présente des taux 

élevés d’ARN viraux (correspondant au virus libre) et d’ADN viraux (correspondant aux leucocytes 

séminaux infectés) dont les séquences sont extrêmement similaires à celles provenant de virus 

présent dans le sang (pour revue (Houzet et al., 2014)). Néanmoins pour environ 60% des patients, 

cela n’est plus vrai durant la phase chronique d’infection, ce qui indique que l’origine virale au sein de 

l’organisme peut diverger au fur et à mesure de l’infection 

En effet, des études phylogénétiques réalisées pendant la phase chronique, au cours de 

laquelle la charge virale et le taux de transmission sont réduits, ont permis de mettre en évidence des 

différences génétiques entre les souches de VIH dans le sang et dans le sperme. L’analyse de la 

séquence d’ARN codant la protéine d’enveloppe Gp120 (Paranjpe et al., 2002), la transcriptase 

inverse ainsi que la protéase (Ghosn et al., 2004) a montré que les particules virales libres présentes 

dans le liquide séminal constituent une population distincte de celle retrouvée dans le sang. Cela 

indique l’existence d’une réplication virale locale indépendante, ainsi qu’un échange restreint de 

virions et cellules infectées entre les compartiments sanguin et séminal, permettant ainsi l’évolution 

parallèle de diverses populations de virus au sein de l’organisme. De plus, les séquences d’ADN et 

d’ARN viral dans les cellules infectées du sperme peuvent différer de celles des virions, suggérant une 

origine différente des virions et des cellules infectées (pour revue (Houzet et al., 2014)). Anderson et 

al., sur la base d’une analyse phylogénétique du gène codant la protéine d’enveloppe de virus issus à 

la fois du sang et du sperme de patients séropositifs, propose plusieurs mécanismes de 

contamination du sperme par le VIH, non exclusifs et variables au cours du temps, à savoir: (i) un 

import direct de virus à partir du sang; (ii) une amplification clonale de souches virales sanguines au 

sein de cellules infectées infiltrant le tractus génital mâle; (iii) une réplication locale dans des cellules 
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résidentes du tractus génital mâle conduisant à une évolution virale distincte et caractérisant la 

compartimentation (Anderson et al., 2010b). 

Différents niveaux d’infection des organes producteurs du sperme 

Depuis plusieurs années, notre équipe s’est employée à décrire l’infection par le VIH de 

plusieurs organes qui contribuent à l’élaboration des constituants du sperme, à la fois chez l’homme 

et chez le macaque (Deleage et al., 2011; Roulet et al., 2006; Le Tortorec et al., 2008a, 2008b) (Figure 

11). Ainsi, des leucocytes infectés ont été détectés au niveau des testicules, des épididymes, de la 

prostate, des vésicules séminales et de l’urètre. L’ensemble de ces organes est donc susceptible 

d’être des réservoirs viraux participant à la contamination du sperme (pour revue (Houzet et al., 

2014; Le Tortorec and Dejucq-Rainsford, 2010a)). Une étude récente menée au laboratoire sur le 

modèle macaque a été plus loin puisqu’elle a mis en avant que plusieurs organes du tractus génital 

mâle présentent des souches virales phylogénétiquement différentes, et distinctes de celles du sang. 

Il a pu être mis en évidence chez un des macaques de l’étude qu’à la fois les particules virale et les 

cellules infectées provenaient des vésicules séminales et pour un autre macaque, ces mêmes 

populations venaient des épididymes et des vas déférents.  Aucune signature « organe spécifique » 

commune à tous les macaques n’a en revanche pu être mise en évidence quant aux souches 

présentes dans le sperme, indiquant l’absence d’un organe systématiquement et préférentiellement 

impliqué dans la contamination du sperme (Houzet et al., 2018). Chez le macaque, les organes du 

tractus génital mâle diffèrent dans leur niveau d’infection, l’urètre, la prostate et les vésicules 

séminales étant les plus infectés, alors que les épididymes et les testicules sont moins touchés (Le 

Tortorec et al., 2008b). Cette infection différentielle corrobore les données de Paranjpe et al, qui 

montrent que  la vasectomie a très peu d’impact sur la présence de virions libres dans le sperme, 

indiquant que le testicule et l’épididyme sont quantitativement de moindres contributeurs de virus 

dans le sperme (Paranjpe et al., 2002). Chez les hommes VIH+, le massage prostatique augmente 

significativement la quantité de virus dans le sperme (Smith et al., 2004). 

Par ailleurs, nos études chez l’homme et le macaque montrent la présence de nombreux 

leucocytes infectés enchevêtrés dans l’épithélium séminal de l’épididyme, confortant l’idée que les 

leucocytes infectés du sperme puissent provenir majoritairement de l’épididyme.  
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Figure 11 : Représentation schématique des différents niveaux d’infection par le VIH des organes du tractus 

génital mâle 

 

 

ii. Infectiosité des cellules séminales versus le liquide séminal et prévalence des 

cellules infectées dans le sperme  

Plusieurs études ont cherché à isoler du virus infectieux soit à partir de cellules séminales, soit 

à partir de LS de patients infectés. D’une manière générale, on isole plus fréquemment du virus 

infectieux à partir des cellules séminales que du LS de sperme d’hommes infectés VIH. En effet, la 

médiane du pourcentage de patients chez qui du virus infectieux a pu être isolé à partir des cellules 

séminales est de 20% (intervalle 4-55%), alors qu’elle est de 5.9% (intervalle 3-11%) pour le liquide 

séminal (pour revue (Anderson et al., 2010a)). Quelques études ont cherché à évaluer le nombre de 

cellules infectées présentes dans le sperme par PCR quantitative sur l'ADN du VIH. Si l’on pose 

l’hypothèse de la présence d’une copie unique d’ADN viral par cellule et avec la notion que seuls les 

lymphocytes T CD4 et monocytes/macrophages du sperme peuvent être infectés, la médiane du 

nombre de cellules retrouvées infectées parmi ces cellules cibles du sperme est de 0.2%, avec un 

intervalle selon les études allant de 0.002% des cellules à 16% d’infection des cellules (Anderson et 

al., 2010a). Parmi les cellules infectées du sperme, la fréquence des lymphocytes infectés est 

supérieure à celle des macrophages traduisant leur plus forte susceptibilité à l’infection (Quayle et 

al., 1997). Comme précédemment expliqué, les cellules infectées du sperme (lymphocytes et 

monocytes/macrophages), bien que peu nombreuses ont la capacité, au moins in vitro, de 
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transmettre l’infection (Bernard-Stoecklin et al., 2014; Quayle et al., 1997). A la vue de ces 

observations et au regard de l’efficacité de la transmission associée aux cellules décrite en partie II.C, 

on comprend l’importance de ne pas négliger la transmission potentiellement initiée par ces cellules 

du sperme et de considérer ce mode d’infection dans les stratégies de prévention.  

 

iii. Association du VIH avec les spermatozoïdes 

La question de savoir si les spermatozoïdes sont des cellules cibles du VIH capables de 

transmettre l’infection a longtemps été sujet à controverses (Piomboni and Baccetti, 2000). Les 

premières études, fondées sur l’observation en microscopie électronique et sur des expériences 

d’hybridation in situ, ont montré que les spermatozoïdes pouvaient contenir des particules de VIH et 

/ ou de l'ARN viral (Baccetti et al., 1991; Bagasra et al., 1994; Dussaix et al., 1993). Cependant, ces 

résultats n'ont pas été confirmés par PCR quantitative sur des spermatozoïdes isolés de patients 

infectés par le VIH (Persico et al., 2006; Pudney et al., 1999; Quayle et al., 1997). Plus de 4500 

inséminations de spermatozoïdes viables et mobiles isolés de patients infectés par le VIH ont été 

réalisées sans aucune contamination du partenaire séronégatif (Bujan et al., 2004; Savasi et al., 2007; 

Zafer et al., 2016). Toutefois, on sait maintenant que le VIH peut se fixer à la surface des 

spermatozoïdes in vitro via des récepteurs alternatifs, le récepteur CD4 étant absent, notamment via 

l’héparane sulfate et le récepteur au mannose (Cardona-Maya et al., 2011; Ceballos et al., 2009; 

Fanibunda et al., 2008). Les spermatozoïdes peuvent ainsi transmettre efficacement l'infection aux 

cellules dendritiques in vitro, par contact de cellule à cellule (Ceballos et al., 2009). Ainsi, les 

spermatozoïdes, même s'ils ne sont pas infectés de manière productive par le VIH-1, pourraient agir 

en tant que vecteurs de virions et ainsi favoriser la transmission virale aux cellules cibles. 

 

iv. Modification des paramètres du sperme chez les patients VIH+  

La présence du virus dans le sperme et plus largement dans les organes producteurs de ce 

dernier altère un certain nombre de paramètres séminaux (pour revue (Le Tortorec and Dejucq-

Rainsford, 2010b)). Ainsi, il a été décrit que l’infection par le VIH provoque une diminution de la 

mobilité des spermatozoïdes et du volume de l’éjaculat ainsi qu’une augmentation du pH séminal 

(Bujan et al., 2007; Dulioust et al., 2002; Nicopoullos et al., 2004; La Sala et al., 2007). 

L’infection a également des répercussions sur l’abondance relative de plusieurs types de 

leucocytes séminaux. En effet, alors que chez les hommes en bonne santé le ratio des lymphocytes T 

CD4 sur CD8 est d’environ 1:1, celui-ci tombe à 1:3 avec un net déclin du nombre de T CD4 au profit 
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des T CD8 cytotoxiques chez les patients atteints du VIH (Denny et al., 1995; Quayle et al., 1997). La 

baisse des lymphocytes est telle que le ratio macrophages sur lymphocytes chez les patients VIH+ est 

d’environ 22:1 contre 13:1 chez les sujets non infectés (Anderson et al., 2010a).  

Modification du profil cytokinique 

L’infection par le VIH est également associée à une modification du contenu en cytokines du 

sperme, bien qu’il soit difficile d’établir de façon précise les changements qui s’opèrent à cause de la 

forte hétérogénéité interindividuelle des taux de cytokines du sperme, aussi bien au sein des 

cohortes d’individus non infectés (Politch et al., 2007), que des cohortes d’hommes infectés par le 

VIH (Hoffman et al., 2014; Kafka et al., 2012; Lisco et al., 2011; Olivier et al., 2014; (Vanpouille et al., 

2016). Par ailleurs, la composition des cohortes (nombre d’individus testés, leur âge et leur origine 

géographique) ainsi que l’utilisation de techniques de détection différentes expliquent certainement 

la forte hétérogénéité observée entre les différentes études. Les larges fluctuations de 

concentrations en cytokines entre les individus peuvent aussi s’expliquer par des paramètres 

purement biologiques tels que la composition du microbiome du sperme, la charge virale ou bien 

même la présence d’autres infections génitales (Kafka et al., 2012; Lisco et al., 2011; Olivier et al., 

2014; Politch et al., 2007). D’une façon générale, une augmentation de la concentration en cytokines 

pro-inflammatoires telles que l’IL-1a, l’IL-1b, l’IL6 a été rapportée (Anderson et al., 2010b; Camus et 

al., 2016; Lisco et al., 2012). Diverses études rapportent également une hausse de la concentration 

en chimiokines telles que MCP-1, MIP-1a, MIP-1b et RANTES (pour revue (Keogan et al., 2015)). En 

outre, il a été montré que la surexpression de cytokines/chimiokines pro-inflammatoires dans le LS 

d’hommes infectés modifie le « réseau de cytokines » et peut altérer la capacité du système 

immunitaire à répondre à l’infection par le VIH-1 (Lisco et al., 2012; Olivier et al., 2014). Il faut 

également avoir à l’esprit que ce « réseau cytokinique » du sperme évolue de manière dynamique en 

fonction des différents stades de l’infection virale, comme cela a été décrit par Vanpouille et al., 

(Vanpouille et al., 2016). Il a été montré que l’IL6, l’IL8 et MCP-1 sont présents en plus grandes 

concentrations dans le LS de patients en phase de primo-infection par rapport à des patients au stade 

d’infection chronique (Kafka et al., 2012). Une corrélation entre les taux de cytokines pro-

inflammatoires et la charge virale dans le sperme a d’ailleurs été rapportée dans plusieurs études. 

Ainsi, une corrélation positive entre une charge virale séminale importante et un taux élevé d’IL-1β a 

été décrite sur une cohorte de 25 patients infectés par le VIH-1 (Berlier et al., 2006a). Une telle 

corrélation a également été décrite pour les taux de RANTES (Storey et al., 1999), d’IL-6, d’IL-8, d’IL-

12 et IFNγ (Sheth et al., 2005), et d’IL-17 (Hoffman et al., 2014). Sachant par exemple que l’IL-1 est 

connue pour augmenter la réplication virale et la réponse immunitaire, le dosage de ces différents 
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marqueurs pourrait constituer une approche intéressante afin d’identifier de potentiels patients à 

haut risque (Berlier et al., 2006a). De plus, ces variations de concentrations en cytokines pourraient 

avoir de nombreuses conséquences puisqu’il a par exemple été montré que des concentrations 

élevées en cytokines pro-inflammatoires favorisent l’expansion et l’activation des cellules 

immunitaires de la muqueuse exposée. La modification de la composition du liquide séminal en 

facteurs immunomodulateurs affecte également la réponse des cellules épithéliales à l’infection. 

Nous reviendrons plus en détails sur ces effets « facilitateurs » ou « inhibiteurs » de l‘infection du 

sperme dans le chapitre suivant.  

Modification du phénotype des cellules cibles séminales 

Une unique étude réalisée chez le macaque s’est intéressé aux modifications du phénotype 

des cellules séminales suite à l’infection par le SIV (Bernard-Stoecklin et al., 2013). Les auteurs 

décrivent une augmentation du nombre de lymphocytes CD4 CD69+ présentant donc un phénotype 

activé suite à l’infection. Concernant la population de monocytes/macrophages, ils rapportent une 

augmentation de la proportion de cellules positives pour CXCR4 lors de l’infection. De façon 

intéressante, ils relèvent une diminution du nombre de cellules positives pour LFA-1 et une 

augmentation du nombre de cellules positives pour Mac-1, suggérant que le virus puisse modifier les 

capacités d’adhésion des cellules qu’il infecte. 

D’autres études, réalisées sur cellules sanguines ont également mis en évidence des 

changements phénotypiques des leucocytes suite à l’infection. Il est rapporté une diminution du 

nombre de lymphocytes T exprimant les molécules d’adhésions L-sélectine et VLA-A impliquées entre 

autres dans le recrutement des cellules immunes lors d’une inflammation. A l’inverse, l’infection 

induit la surexpression d’ICAM-1 et LFA- 1 sur ces mêmes cellules (Hayes et al., 1999; Park et al., 

1998). Du coté des monocytes et macrophages, il a été décrit que l’infection VIH conduit les 

macrophages vers un phénotype pro-inflammtoire « M1 » avec une diminution de l’expression des 

déterminants M2 CD206 et CD163 ((Porcheray et al., 2006) ; pour revue (Cassol et al., 2010)). Chez 

les monocytes, il est rapporté une diminution de l’expression des récepteurs aux chimiokines CCR2 et 

CX3CR1 (Porcheray et al., 2006). Bien qu’il s’agisse là d’études réalisées sur des leucocytes sanguins, 

on peut tout de même suspecter que ces marqueurs soient altérés dans le sperme comme ils le sont 

dans le sang.  
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D. Rôle du liquide séminal dans la transmission virale  

Bien que les études réalisées in vivo montrent que le LS n’est pas nécessaire à l’établissement de 

l’infection (Miller et al., 1989; Salle et al., 2010), un certain nombre d’études ont démontré que les 

différents composants du LS peuvent impacter, faciliter ou inhiber selon les composants, l’infection 

VIH par du virus libre essentiellement. Nous allons revenir en détails sur ces études.  

 

i. Facteurs facilitateurs 

a. Neutralisation du pH vaginal acide 

L’infectivité du VIH-1 est stable à un pH compris entre 5 et 8 mais elle est réduite de 25% à un 

pH de 4,5 (O’Connor et al., 1995). Le pH du LS est compris entre 7,4 et 8,4 avec des propriétés 

tampon permettant de ramener le pH vaginal acide à un pH neutre de manière très rapide (30 

secondes) et de maintenir ce pH neutre voire basique pendant 2 heures (Fox et al., 1973; Wolters-

Everhardt et al., 1986). Parce que les particules de VIH-1 libres et les leucocytes infectés sont 

sensibles au pH acide, ils sont donc susceptibles d’être inactivés par l’acidité vaginale. Cette action 

tampon du LS, permettant la protection des spermatozoïdes, a pour effet secondaire indésirable 

d’octroyer une certaine protection au virus, favorisant ainsi l’infection (Bouvet et al., 1997).  

b. Rôle des fibrilles amyloïdes 

La présence de fibrilles amyloïdes dans le liquide séminal a été décrite comme un facteur 

favorisant l’infection par le VIH-1 (Münch et al., 2007; Roan et al., 2011; Usmani et al., 2014). L’étude 

de Munch et al, publiée dans la revue Cell en 2007 démontre que seulement 1 à 3 particules virales 

sont suffisantes pour initier une infection productive en présence de fibrilles, alors que 1000 à 

100000 virions sont requis en absence de fibrilles (Münch et al., 2007). Ces fibrilles se forment à 

partir de fragments de la PAP qui génèrent le peptide SEVI (Semen-derivated Enhancer of Viral 

Infection) ou de fragments des séménogélines (SEM1 et SEM2) qui génèrent plusieurs peptides 

stimulateurs de l’infection in vitro. La PAP et les séménogélines sont des constituants majeurs du 

coagulum, présents dans le sperme à des concentrations de l’ordre de plusieurs mg/ml. Les 

monomères de SEVI et les fragments de séménogélines (SEMs) possèdent des propriétés 

biochimiques leur permettant de s’auto-assembler en fibrilles amyloïdes,  que l’on peut révéler par 

un marquage à la thioflavine T et au rouge Congo, ou par microscope électronique (Bergman et al., 

2016). Elles sont composées de nombreux résidus basiques et sont donc chargées très positivement. 

Ces fibrilles favorisent l’infection par le VIH-1 en diminuant la répulsion électrostatique entre les 

membranes chargées négativement du virus et de la cellule cible (Roan et al., 2009). Ce mécanisme 
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est d’ailleurs indépendant du tropisme de la souche virale. L’augmentation de l’infection en présence 

de fibrilles a été observée sur un certain nombre de types cellulaires, dont des lignées reportrices de 

l’infection (TZM-BL, CEMx-M7), des lignées de cellules épithéliales du tractus génital féminin 

(Ect1/E6E7 et End1/E6E7), des cellules primaires dont des PBMC, des macrophages et des 

lymphocytes T CD4+ (Kim et al., 2010a; Micsenyi et al., 2013; Münch et al., 2007; Olsen et al., 2010; 

Roan and Greene, 2007; Roan et al., 2009) et plus récemment sur des explants vaginaux (Introini et 

al., 2017), même si sur ce modèle tissulaire cela est controversé (Kordy et al., 2018). L’effet 

facilitateur de l’infection induit par le LS est dépendant du donneur et corrèle avec les niveaux élevés 

de peptides amyloïdogéniques SEVI et SEM contenus dans le sperme (Kim et al., 2010a; Münch et al., 

2007; Roan et al., 2014; Röcker et al., 2018). De plus, il a été remarqué que les échantillons de 

sperme provenant de patients présentant une obstruction du canal éjaculateur sont moins riches en 

SEVI et en fibrilles de SEM et sont dépourvus de la capacité à stimuler l’infection par le VIH in vitro  

(Roan et al., 2011; Röcker et al., 2018). Enfin, l’effet stimulateur de l’infection en présence de LS 

diminue progressivement au cours de la liquéfaction du sperme qui est associée à la dégradation des 

fragments de séménogélines (Kim et al., 2010a; Roan et al., 2014). Toutefois, des résultats plus 

mesurés ont été obtenus in vivo chez le macaque rhésus, où effectivement il semble que SEVI facilite 

l’infection mais particulièrement dans le cas d’une exposition à de faibles doses de virus (Munch et 

al., 2013). Une explication possible à ces observations serait un phénomène de saturation des fibrilles 

avec le virus (Bergman et al., 2016), ce qui expliquerait également les résultats divergents obtenus 

dans les modèles explants (Introini et al., 2017; Kordy et al., 2018) où de fortes doses de virus sont 

requises pour initier une infection. 

c. Opsonisation des particules virales par le complément 

Le LS contient des molécules du complément qui peuvent être activées par les particules 

virales VIH-1 (indépendamment du tropisme de la souche). Cette activation mène au clivage de la 

protéine du complément C3. L’opsonisation des particules virales par les fragments C3a formés suite 

au clivage peut favoriser l’infection des cellules exprimant le récepteur au complément comme les 

cellules épithéliales, les macrophages, les DC et les lymphocytes T CD4 (Bouhlal et al., 2007). Le LS de 

personnes séropositives contient également des anticorps dirigés contre l’enveloppe virale qui 

peuvent opsoniser les particules de virus libre. La formation de ces complexes favorise la transcytose 

du virus via l’interaction avec le récepteur Fc néonatal exprimé par les cellules épithéliales en 

concentrant le virus à la membrane de la cellule (Gupta et al., 2013). Ce phénomène est aussi 

observé avec des anticorps neutralisants supposés avoir un rôle protecteur face à l’infection (Lo 

Caputo et al., 2003; Söderlund et al., 2004). 
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ii. Facteurs inhibiteurs 

Dès 1995, O’Connor et al, mettent en évidence in vitro un effet protecteur du LS sur l’infection 

par le VIH-1 (O’Connor et al., 1995). Plusieurs mécanismes et composants pourraient expliquer cette 

inhibition, dont voici un état de lieux : 

a. Toxicité des dérivés réactifs de l’oxygène 

Les polyamines présentes dans le liquide séminal, en particulier la spermine et la spermidine, 

peuvent être oxydées par les amines oxydases présentes dans le LS ou dans les sécrétions cervico-

vaginales. Ceci induit la production de radicaux libres (en anglais reactive oxygen species, ROS) 

capables d’inactiver les particules virales et donc altérer leur infectivité, notamment en altérant 

l’enveloppe virale qui est particulièrement sensible à la présence de ROS (Agarwal and Prabakaran, 

2005; Klebanoff and Kazazi, 1995; Stief, 2003). 

b. Présence de peptides antimicrobiens 

Le LS contient un certain nombre de peptides antimicrobiens dont la cathélicidine, les 

défensines, la lactoferrine ou encore des SLPI qui présentent également une activité anti-VIH (Cole 

and Lehrer, 2003; Venkataraman et al., 2005). Par ailleurs, Martellini et al, (2009) ont identifié 

jusqu’à cinquante-deux polypeptides cationiques séminaux parmi lesquels les séménogélines, la 

fibronectine, la PAP, le PSA… etc, pouvant contribuer à l’activité inhibitrice du liquide séminal. Cette 

activité inhibitrice est d’ailleurs curieusement observée même lorsque le LS est fortement dilué 

(jusqu’à 1/3200) (Martellini et al., 2009). 

c. Interférence avec la capture des particules virales par DC-SIGN 

Une étude conduite par Sabatté et al., (2007) a mis en évidence in vitro qu’une courte 

exposition au LS (90 min) pouvait inhiber significativement et spécifiquement l’attachement de 

souches X4 et R5 du VIH à la lectine DC-SIGN des DC, ainsi que la transmission de ces souches aux 

lymphocytes T CD4+ (Sabatté et al., 2007). Des analyses de structure ont permis de déterminer que le 

facteur responsable de l’inhibition de la capture par DC-SIGN est un composé de haut poids 

moléculaire (plus de 100kDa), stable à la chaleur et résistant à l’action de la trypsine (Sabatté et al., 

2007). La mucine 6 fut identifiée par Stax et al. (2009) comme pouvant agir comme ligand du 

récepteur DC-SIGN, et ainsi rentrer en compétition avec le VIH, inhibant au moins partiellement sa 

capture et donc sa transmission par les DC. Par la suite, Sabatté et al. ont identifié la clusterine, une 

protéine présente en grande quantité dans le LS (0,2 à 3,5 mg/mL), comme étant un ligand 
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supplémentaire du DC-SIGN et également responsable au moins en partie de l’effet inhibiteur du LS 

sur la capture et la transmission des particules virales (Sabatte et al., 2011). 

d. Opsonisation du VIH-1 par des anticorps neutralisants 

Des anticorps neutralisants, majoritairement des IgG et des IgA, ont pu être mis en évidence 

dans le sperme d’hommes infectés. L’opsonisation du VIH-1 par ces anticorps exerce un rôle 

protecteur face à l’infection par le VIH-1 soit par exclusion immune, ou bien par induction du 

processus d’ADCC (cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps). Cependant, il est 

important de souligner que cette opsonisation peut aussi avoir un rôle inverse et faciliter l’infection 

en favorisant le contact du virus avec les cellules cibles exprimant les récepteurs Fc (macrophages, 

DC) comme décrit en partie III.D.i.c (Mestecky et al., 2011; Söderlund et al., 2004). Ces deux 

mécanismes semblent donc coexister. 

e. Modulation de l’expression des récepteurs et corécepteurs  

Une étude publiée par Balandya et al., a montré, dans un modèle in vitro, que le liquide 

séminal protège les cellules CD4+ de l’infection par le VIH-1 en diminuant l’expression du récepteur 

CD4 à leur surface. Cette inhibition est corrélée avec le temps d’incubation et la concentration en LS 

utilisée (Balandya et al., 2010). Toutefois, il a été montré que l’incubation de ces cellules T CD4 avec 

du LS s’accompagne d’une augmentation de l’expression du corécepteur CCR5. Cela pourrait ainsi 

atténuer l’effet protecteur du LS au moins contre les souches R5 (et non X4), ce qui pourrait 

participer à la sélection préférentielle des souches R5 lors de la transmission sexuelle (Balandya et al., 

2010). De plus, cette augmentation de l’expression de CCR5 suite à une exposition au LS a également 

été observée sur des cellules épithéliales du col de l’utérus. Cette étude n’a cependant pas déterminé 

si le LS modulait l’infection par le VIH-1 (Sales et al., 2014). D’autre part, une étude menée au 

laboratoire, qui comparait de façon originale l’impact d’une exposition de lymphocytes T CD4 

sanguins au LS d’hommes séronégatifs et séropositifs a démontré un effet différentiel des deux types 

de LS. Une courte exposition à de faibles doses de LS engendre une diminution des niveaux 

d’expression de CCR5 et de façon plus importante dans le cas d’une exposition au LS HIV+. Cela est 

attribué au moins en partie, à la présence d’une plus grande quantité de RANTES, ligand de CCR5 

dans les spermes des hommes infectés. La diminution plus importante après exposition au LS HIV+ de 

l’expression de CCR5 à la surface des lymphocytes est associée à un effet stimulateur de l’infection 

du LS HIV+ diminué par rapport au LS HIV-. Cette baisse du niveau de CCR5 est transitoire puisque 

24h post exposition, les auteurs relèvent une augmentation de l’expression de cette molécule 

(Camus et al., 2016).      
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Ce que l’on peut dire, c’est qu’il apparait que la composition du LS, les temps et les doses 

d’exposition engendrent des effets différents sur l’expression des récepteurs et co-recépteurs du VIH 

des cellules exposées. C’est donc un processus dynamique et  la protection apportée par le LS via la 

modulation de l’expression des récepteurs et corécepteurs du VIH-1 demeure largement discutable.  

f. Blocage de la transcription virale par les exosomes séminaux 

Les exosomes sont des nanovésicules membranaires sécrétées dans le milieu extracellulaire 

par divers types de cellules. Les exosomes sont décrits pour faciliter la communication intercellulaire, 

moduler le phénotype cellulaire et réguler la pathogenèse microbienne. Bien que peu d’études se 

soient intéressées aux exosomes du sperme, on peut tout de même citer celles conduites par 

Madison et al, (2014, 2017), dans lesquelles les auteurs ont purifié des exosomes du sperme et du 

sang d’hommes sains, et les ont appliqués sur des cultures cellulaires in vitro en présence de VIH afin 

de déterminer si ceux-ci pouvaient altérer la réplication virale. De manière surprenante, seuls les 

exosomes séminaux étaient capables d’inhiber la réplication virale après leur internalisation, cela en 

altérant l’activité de la transcriptase inverse de l’ARN viral. Les exosomes séminaux agissent 

probablement comme des cargos de molécules antivirales, ce qui pourrait être extrêmement 

intéressant afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques (Madison et al., 2014; Welch 

et al., 2018)(Madison and Okeoma, 2015) .  

 

iii. Effets indirects du LS sur les tissus portes d’entrée du VIH 

En plus des effets directs du sperme sur la transmission de l’infection via l’interaction de ses 

composants avec le virus ou les cellules cibles, il existe aussi des effets indirects qui passent par une 

action du sperme sur les cellules de la muqueuse exposée. Ces effets peuvent, eux aussi, moduler la 

transmission de l’infection. La très grande majorité des études s’intéressant aux effets du sperme sur 

les barrières épithéliales se sont focalisées sur les barrières génitales femelles.  

a. Effet immuno-régulateur du LS sur les barrières épithéliales 

Chez les hommes non-infectés, le LS contient de nombreux facteurs dits immuno-régulateurs 

(Anderson et al., 2010a; Lisco et al., 2012), importants pour la reproduction humaine, en particulier le 

TGF-β et la PGE2. Ces deux facteurs jouent principalement un rôle immunosuppresseur afin de 

préparer le tractus génital féminin à la conception. Ils agissent sur les neutrophiles, les cellules NK, les 

macrophages et les DC des muqueuses génitales féminines et sont présents en forte concentration 

dans le sperme. En effet, le LS contient plus de TGF-β que n’importe quel autre fluide corporel. La 

majorité du TGF-β présent dans le LS est issu de la prostate et est synthétisé sous forme latente 
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(80ng/ml). Il est activé (1ng/ml) par les plasmines et autres enzymes des sécrétions vaginales 

(Robertson et al., 2002). Le TGF-β agit en promouvant la différentiation et l’expansion des LT 

régulateurs (T-reg) de la muqueuse génitale féminine et donc la tolérance du système immunitaire 

face aux antigènes (Robertson et al., 2002, 2013). Chez les hommes infectés de façon chronique par 

le VIH-1 mais non traités, les taux de TGF-β sont plus faibles comparé aux hommes non-infectés (NI) 

ou traités, ce qui leur confère un pouvoir anti-inflammatoire moindre (Doncel et al., 2014; Ferreira et 

al., 2014). 

Les prostaglandines, en particulier la PGE2, constituent un des composants majeurs du LS 

capable de moduler la réponse immunitaire. La sécrétion de PGE2 dans le LS, bien que variable d’un 

individu à l’autre, est élevée, de l’ordre de 100μg/ml (Harizi and Gualde, 2005). La PGE2 et plus 

globalement les prostaglandines exercent un rôle immunorégulateur dans le tractus génital féminin 

en inhibant l’expansion clonale des cellules NK et LT, en inhibant leur capacité cytotoxique et en 

polarisant les T CD4 vers le phénotype Th2. De plus, les prostaglandines induisent la tolérance 

immune en provoquant un changement de production de cytokine de l’IL-12 vers l’IL-10 par les DC 

((Harizi and Gualde, 2005; Kelly et al., 1997) pour revue (Kalinski, 2012). Les propriétés 

immunosuppressives des PGE et de l’IL-10 sont importantes pour la survie des spermatozoïdes mais 

elles sont délétères dans le contexte des infections sexuellement transmissibles (IST) puisqu’elles 

peuvent créer un microenvironnement propice aux infections en inhibant la réponse du système 

immunitaire (Remes Lenicov et al., 2014). Paradoxalement, des études suggèrent que les PGE2 

contenues dans le LS induiraient l’expression de COX-2 dans les cellules endocervicales et vaginales, 

ce qui entrainerait une inflammation locale et le recrutement de cellules cibles sur le site de 

l’inflammation (Doncel et al., 2014; Ferreira et al., 2014; Sales et al., 2002). Dans le cas particulier de 

l’infection VIH, cela peut donc également favoriser l’établissement d’un environnement favorable à 

l’infection par le VIH-1. 

En plus de ces deux facteurs immunomodulateurs, le LS contient de nombreuses autres 

cytokines, telles que MCP-1, IL-8, GM-CSF, IL15 et la fractalkine, dont les concentrations dans le LS 

sont environ 5 fois plus élevées que dans le sang (Olivier et al., 2014). Ces cytokines sont connues 

comme étant impliquées dans le recrutement, la maturation et la prolifération des 

monocytes/macrophages et des LT cibles du VIH, mais également des LB, DC et autres cellules NK 

(Barreto-de-Souza et al., 2014; Olivier et al., 2014). On peut citer une autre cytokine séminale l’IL7, 

dont l’expression est augmentée lors de l’infection par le VIH-1, qui prévient l’apoptose des cellules 

infectées de la muqueuse, facilitant ainsi la transmission virale (Barreto-de-Souza et al., 2014; Doncel 

et al., 2014). 
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En utilisant des cellules épithéliales d’exocol in vitro et des biopsies prélevées in vivo après 

exposition au LS, Sharkey et al. ont montré que le LS induit la production par les cellules épithéliales 

de nombreuses cytokines et chimiokines (IL-8, IL-6, CCL20, GM-CSF, MCP-1, IL-1α, IL1β, Groα, MIP-

2α, MIP-2β). De l’expression de ce cocktail de molécules, en résulte l’infiltration de neutrophiles, de 

macrophages et de LT au niveau du col de l’utérus (Sharkey et al., 2007, 2012). 

De plus, Berlier et al. ont également montré que le LS induit la production par les cellules 

épithéliales vaginales de CCL20, un facteur chimio-attractant majeur impliqué dans le recrutement et 

la maturation des cellules de Langerhans, des DC, ainsi que des LT intraépithéliaux, considérés 

comme les principales cibles du VIH dans les muqueuses (Berlier et al., 2006b; Cremel et al., 2005). 

Des études plus récentes ont montré que la sécrétion de CCL20 par les cellules de l’épithélium 

endocervical pourrait être induite par la lactoferrine présente dans le LS  (Lourenço et al., 2014). De 

plus, les auteurs montrent qu’il existe une corrélation positive entre la charge virale et le taux de 

lactoferrine. De ce fait, le sperme d’homme VIH+ contient une quantité de lactoferrine supérieure au 

sperme d’homme NI, ce qui joue en faveur de la dissémination virale puisqu’elle favorise un 

recrutement plus important de cellules dendritiques (Lourenço et al., 2014).  

Au-delà de la sécrétion de divers facteurs par les cellules épithéliales, une exposition des 

muqueuses au sperme engendre également des modifications de la perméabilité épithéliale. A ce 

sujet, plusieurs études présentent des résultats divergents.  

Renforcement de la barrière épithéliale 

Des études sur différentes lignées cellulaires du tractus génital féminin ont montré que la 

présence de LS d’hommes NI augmente la résistance trans-épitheliale des épithéliums en culture, 

renforçant ainsi leur étanchéité (Gorodeski and Goldfarb, 1998; Lawrence et al., 2012). Cet effet 

serait dû à la présence d’un lipide de faible poids moléculaire (<10 kDa) capable d’influencer la 

distribution de la protéine ZO-1, impliquée dans l’établissement des jonctions serrées (Gorodeski and 

Goldfarb, 1998). Très récemment 2 études se sont intéressées à l’effet du LS sur la perméabilité de la 

muqueuse colorectale (Kordy et al., 2018; Mullin et al., 2017). Mullin et al., ont travaillé in vitro sur le 

modèle Caco-2 et ont montré qu’une exposition au LS engendre une hausse de la RTE, et ce, 

uniquement lorsque le LS est exposé sur la face basale de la barrière épithéliale (afin de mimer les 

conditions d’une altération de la barrière épithéliale), mais aucun changement n’est mis en évidence 

lorsque le LS est apporté du coté apical. De la même façon, Kordy et al., grâce à un modèle de culture 

organotypique de muqueuse colorectale, ne relèvent aucun changement morphologique suite à 

l’exposition au LS, et démontrent de surcroît que la présence de ce dernier ne modifie pas les 
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propriétés infectieuses du virus HIV-1BAL sur la muqueuse (Kordy et al., 2018). La limitation majeure 

de ces études est qu’elles sont réalisées avec du LS d’hommes séronégatifs, ce qui pose la question 

de l’extrapolation des résultats avec du sperme de patients infectés. 

Altération de la perméabilité épithéliale 

A l’inverse, d’autres études démontrent un effet néfaste du LS sur les barrières épithéliales 

colorectales et endométriales. En effet, il a été constaté qu’une exposition au LS de la muqueuse 

colorectale de rat induisait une augmentation de sa perméabilité (Mendizabal and Naftalin, 1992). 

D’autre part, les fortes concentrations séminales en TGF- pourraient impacter sur la transmission 

mucosale du VIH, puisque l’exposition de la muqueuse au TGF-β modifie la distribution de l’occludine 

et de la claudine-7, des protéines impliquées dans les jonctions serrées, ce qui pourrait faciliter le 

passage de la barrière épithéliale par le VIH (Rametse et al., 2014). De la même manière, Nazli et al., 

démontrent une hausse de la perméabilité et une altération de la barrière endométriale suite à une 

exposition à du LS d’hommes séropositifs (Nazli et al., 2010). Toutefois, ici, les auteurs ont montré 

que c’est l’infection, et plus précisément la reconnaissance de la glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1 

gp120 par les TLR2 et TLR4 des cellules épithéliales endométriales, qui est à l’origine de l’altération 

de la barrière via l’induction d’une production de cytokines pro-inflammatoires, particulièrement du 

TNFα. La RTE des cellules est diminuée, et l’expression des protéines des jonctions claudines 1, 2 et 4, 

des occludines et de ZO-1 est altérée (Nazli et al., 2010, 2013).  

b. Effets du LS sur la transmission cellule-cellule 

L’influence du sperme sur la transmission de cellule à cellule nous intéresse particulièrement 

dans le cadre de ce travail de thèse, or, bien que cela puisse représenter un enjeu important dans la 

transmission muqueuse du VIH, c’est un mécanisme qui demeure très peu étudié.    

Ainsi, Lawrence et al, montrent dans leur modèle de HEC-1 polarisées que le LS de patients NI 

exerce un effet inhibiteur sur la transmigration de leucocytes infectés à travers la barrière épithéliale. 

Cet effet est associé à une augmentation de l’expression des protéines des jonctions ZO-1 entre les 

cellules épithéliales et à une augmentation des capacités d’adhésion des leucocytes aux cellules 

épithéliales (Lawrence et al., 2012). Une étude plus ancienne avait déjà mis en évidence une 

augmentation des capacités d’adhésion d’une lignée lymphocytaire sur les barrières épithéliales 

cervicales et intestinales (respectivement lignées MT180 et I407 non polarisées) exposées au LS, sans 

pouvoir expliquer l’origine de ce phénomène (Pearce Pratt and Phillips, 1993). Cependant, le LS 

semble pouvoir jouer un rôle  « inhibiteur » ou « favorisateur » de l’adhésion cellule-cellule en 

fonction des types cellulaires mis en jeu. 
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En ce qui concerne un tout autre type d’interaction cellulaire, il a montré que le LS diminue 

l’adhésion entre spermatozoïdes et cellules dendritiques, et ceci de façon dose-dépendante. Les 

auteurs attribuent cette diminution d’adhésion aux différentes prostaglandines présentes dans le 

liquide séminal (Rennemeier et al., 2011). Une diminution de la trans-infection entre les cellules 

dendritiques et des lymphocytes T CD4 en présence de LS a également été rapportée (Sabatté et al., 

2007; Stax et al., 2009). Une première étude publiée en 2007 par Sabatté et al., attribuait l’origine de 

cet effet du LS sur l’intégration cellule-cellule  à la présence de carbohydrates à haute teneur en 

mannose (au moins de manière partielle). Quelques années plus tard, l’étude de Stax et al., 

confirmait ces observations et restreignait même l’effet inhibiteur du LS à la mucine 6. Enfin, les 

cytokines contenues dans le LS, ou bien produites en réponse au LS par les cellules des muqueuses, 

peuvent aussi avoir un effet sur la transmission de cellule à cellule, puisque certaines d’entre elles 

peuvent agir sur les molécules d’adhésion nécessaires à la transmigration et/ou à la formation de 

synapses virologiques. Par exemple, la cytokine SDF-1, aussi connue sous le nom de CXCL12, et 

spécifiquement enrichie dans le sperme d’hommes VIH+, est capable d’activer la molécule 

d’adhésion LFA-1 exprimée par les leucocytes (Barreto-de-Souza et al., 2014; Peled et al., 2000). De 

même, l’INF-γ sécrété par les cellules T résidentes et les natural killer des muqueuses en réponse à 

un stimulus inflammatoire (que représente le sperme) augmente l’expression de la molécule ICAM-1, 

qui est aussi largement impliquée dans les phénomènes d’adhésion et de transmigration (Parr and 

Parr, 2000). L’activation de ces molécules d’adhésion représente donc un moyen supplémentaire 

pour le LS de moduler la transmission de l’infection par le VIH.   

Au regard de tous les effets décrits du LS, et de toutes les cellules et molécules qui le 

composent, on comprend aisément qu’il est primordial de prendre en compte l’effet de ce fluide 

dans les mécanismes de transmission et particulièrement par les cellules infectées. C’est dans ce 

contexte que s’inscrivent ces travaux de thèse.  

 

Pour résumer et conclure sur les rôles controversés du sperme en tant qu’activateur ou 

inhibiteur de l’infection à VIH-1, leur étude fait face à différents défis. Le premier concerne la 

complexité de la composition de ce fluide. Certains de ses facteurs peuvent servir à promouvoir la 

transmission du VIH-1 et l’infection, alors que d’autres peuvent avoir un rôle en tant que facteurs 

antiviraux. Il existe aussi des facteurs, tels que les anticorps neutralisant, qui démontrent une activité 

ambivalente. Pris individuellement ou dans leur ensemble, des effets différents sur l’infection 

peuvent être observés. Les modèles d’étude utilisés sont également source de résultats distincts 

comme c’est le cas lors de l’étude des peptides à activité cationique. Leur action facilitatrice de 

l’infection, largement démontrée in vitro, est plus modérée voir absente dans des modèles plus 
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physiologiques. Enfin, le LS présente à la fois des effets directs sur l’infection, par le biais de ses 

constituants qui interagissent avec les mécanismes de transmission, mais  aussi des effets indirects 

via une action sur les muqueuses exposées. D’un point de vu global, il est donc difficile de statuer de 

façon claire sur le rôle du sperme dans la transmission muqueuse du VIH-1. Des études se 

rapprochant au maximum des conditions de transmission in vivo et prenant en compte le plus grand 

nombre possible des facteurs environnementaux présents lors de cette transmission muqueuse sont 

nécessaires pour décrypter les réels effets du sperme sur la transmission.     
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Le sperme est le principal vecteur de dissémination du VIH. La muqueuse colorectale exposée 

au sperme infecté lors de rapports anaux, aussi bien chez l’homme que chez la femme, représente le 

plus fort risque d’infection parmi toutes les voies de transmission sexuelles. Paradoxalement, les 

mécanismes de transmission à travers cette muqueuse ont été très peu étudiés et l’impact des 

constituants du sperme sur la fonction de la barrière et la transmission par les cellules infectées en 

particulier n’ont jamais été explorés. En effet, il a été montré récemment dans le modèle macaque 

que l’inoculation intra-rectale de lymphocytes T sanguins infectés est plus efficace pour initier une 

infection par rapport à du virus libre (Kolodkin-Gal et al., 2013). Des travaux antérieurs auxquels 

l’équipe a participé ont également démontré la transmission de l’infection après une exposition intra-

vaginale à des cellules de la rate infectées. Le stock de cellules inoculé consistait essentiellement en 

des lymphocytes T (74% du stock de cellules) et contenait à l’inverse très peu de 

monocytes/macrophages (2%) (Salle et al., 2010). Ces études se sont focalisées sur la transmission de 

lymphocytes T, alors que les macrophages infectés représentent la population de leucocytes cible 

majeure dans le sperme d’hommes infectés par le VIH.  Il est maintenant avéré que les mécanismes 

moléculaires de la transmission par les cellules infectées sont différents de ceux impliqués dans la 

transmission par des virions.  

A ce jour, aucune étude n’a reproduit l’interaction complexe du sperme d’hommes infectés 

avec la muqueuse exposée. Et encore aujourd’hui, les mécanismes de la transmission par des cellules 

infectées au niveau de la muqueuse colorectale primaire, et l’impact des composants du sperme sur 

cette transmission, sont inconnus. D’autre part, les quelques études réalisées sur la transmission par 

des cellules infectées ont exclusivement utilisé des leucocytes sanguins. Or les leucocytes infectés du 

sperme possèdent vraisemblablement des caractéristiques différentes des leucocytes du sang. Pour 

autant, nous ne disposons que de très peu d’informations sur le phénotype de ces cellules.  

Dans ce contexte, mes travaux de thèse se sont articulés autour de 2 axes : 

 

 1) l’étude de l’effet du liquide séminal sur la transmigration de monocytes et de macrophages à 

travers l’épithélium colorectal, ainsi que sur la barrière épithéliale elle-même 

Ce projet a nécessité le développement et la caractérisation de deux modèles de la muqueuse 

colorectale permettant l’étude de la transmission du VIH. Les résultats de cette partie sont présentés 

en chapitre I. 
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2) la caractérisation des leucocytes séminaux potentiels cibles du VIH et leur comparaison aux 

leucocytes sanguins  

Le recrutement d’une cohorte de 30 donneurs séropositifs et naïfs de traitement a été initiée dans le 

cadre de ce projet. Actuellement 9 patients ont été recrutés.   

Afin d’étudier le phénotype des cellules séminales, 4 panels de cytométrie de 11 à 14 couleurs ont 

été mis en place. Les résultats de cette caractérisation sont présentés en chapitre II. 

 

Le lecteur de ce manuscrit se voit proposer deux articles principaux traitant de l’effet du 

liquide séminal sur la transmission colorectale du VIH par les cellules infectées, et de la 

caractérisation des leucocytes séminaux impliqués dans cette transmission. La version proposée de 

l’article 1 est proche de son état final de publication, mais des corrections et peut-être même des 

ajouts d’expériences complémentaires sont envisagés. L’article 2 nécessitera des expériences 

complémentaires avant publication, avec l’ajout indispensable d’un nombre conséquent d’individus 

séropositifs.    
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 DESCRIPTION DES MODELES D’ETUDE ET DEMARCHE EXPERIMENTALE  
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Dans cette partie, je détaillerai la mise en place des modèles de barrière colorectale et vous 

présenterai sous forme schématique la démarche expérimentale des expériences d’adhésion et de 

transmigration de leucocytes sur mes deux modèles d’étude de la barrière colorectale : le modèle 

CaCo2 et le modèle explant. Le détail des expérimentations est décrit dans la partie matériel et 

méthodes des deux articles présentés dans ce manuscrit.  

 

1) Modèle cellulaire CaCo2 

Les cellules CaCo2, cellules humaines issues d’un adénocarcinome du colon, sont cultivées 

dans du DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) High Glucose (4,5 g/l) enrichi en pyruvate (110 

mg/L) et L-glutamine (580 mg/L) et complémenté par 10% de SVF, 1% d’acides aminés non essentiels, 

100 U/ml de pénicilline et 0,1 mg/ml de streptomycine. 

La polarisation des cellules, c’est-à-dire l’acquisition d’un pôle basal et d’un pôle apical, est obtenue 

après culture des cellules sur inserts semi-perméables. Les inserts de culture utilisés sont des inserts 

de polycarbonate pour plaques de cultures 12 puits Falcon® dont les pores mesurent 3µm de 

diamètre. Les cellules sont ensemencées à raison de 1.105 cellules par insert dans 0,5mL de milieu et 

les inserts sont placés dans les puits contenant 1,5 mL de milieu. La culture se fait en incubateur 5% 

CO² et 95% d’air à 37°C. Le milieu dans les puits et les inserts est changé tous les deux jours jusqu’à la 

polarisation des cellules. La polarisation est vérifiée par la mesure de différents paramètres : (i) la 

perméabilité au Dextran-FITC, (ii) la résistance trans-épithéliale, (iii) l’expression de protéines de 

jonctions serrées, dans notre cas ZO-1. Il est établi que les cellules sont pleinement polarisées et la 

barrière imperméable lorsque la RTE atteint une valeur d’environ 400 Ohms/cm2. Huit à dix jours de 

culture sont nécessaires à la polarisation des cellules.  

  

Figure 12 : Principe de la culture en insert des cellules CaCo2 
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2) Modèle de culture polarisé d’explant de colon 

Les tissus colorectaux utilisés dans notre étude proviennent de colectomies pour 

diverticulose et cancers non traités par radiation ou chimiothérapie. Seuls les tissus sains, déterminés 

comme normaux par l’examen anatomopathologique ont été utilisés. Le choix de ne travailler 

qu’avec des tissus provenant de cancers non traités par radiothérapie ou chimiothérapie a été fait 

après la mise en évidence d’une altération de la barrière épithéliale suite à ce genre de traitements. 

Les tissus qui ont subi ces thérapies sont fortement agressés par ces interventions et la barrière 

colorectale se trouve largement endommagée. Nous avons donc dû écarter les tissus traités, 

réduisant ainsi le nombre de prélèvements exploitables pour nos analyses. 

Le fragment de colon est récupéré dans l’heure suivant l’opération et transporté au laboratoire en 

milieu RPMI + 100 U/ml de pénicilline, 0,1 mg/ml de streptomycine et 15µg/mL de gentamycine. Le 

temps entre l’excision et la technique du tissu doit être réduit au maximum, puisque nous avons 

observé que la desquamation de la couche épithéliale est très rapide et survient dès les premières 

heures post-opératoires. Nous avons donc veillé à une bonne coordination entre les différents 

services pour réduire au minimum le temps d’acheminement du tissu entre la salle d’opération, le 

service d’anatomocytopathologie, puis le laboratoire. Une fois le tissu récupéré,  le fragment de 

colon est ouvert et délicatement lavé par bains successifs dans du nouveau milieu de transport. Ici 

encore cette étape à fait l’objet de mises au point puisque lors de nos premiers tests, le tissu était 

lavé à l’eau courante et les fèces retirés par frictions sous l’eau. La fragilité de l’épithélium colorectal 

nous a obligé à procéder de manière plus douce. Une fois le tissu lavé, la musculeuse est retirée de la 

muqueuse. Le tissu est coupé à l’aide de « biopsy punch »  de 8mm de diamètre (Kai), puis les 

fragments sont placés avec l’épithélium dirigé vers le haut sur une membrane poreuse de 

polycarbonate en insert de culture 12 puits (pores de 3µm, Falcon) face sous-muqueuse en contact 

avec la membrane. Le fragment est entouré d’agarose 3% pour maintenir sa structure. Afin d’assurer 

la polarisation du système et donc de restreindre l’application de différents traitements à la face 

apicale de l’épithélium, un cylindre en polystyrène (ID x H : 4,7mm x 8mm, Sigma) est placé au-dessus 

du tissu et fixé avec de la colle vétérinaire chirurgicale (3M Vetbond, St. Paul, MN). Les inserts 

contenant le tissu sont placés dans des plaques de culture 12 puits contenant 600µL de milieu de 

culture RMPI complémenté par 10% de SVF, 1% d’acides aminés non essentiels, 1% de pyruvate, 1% 

de L-glutamine, 1% de tampon HEPES, 100 U/ml de pénicilline et 0,1 mg/ml de streptomycine. Le 

cylindre fixé sur la face apicale du tissu est rempli avec 100µL de milieu de culture pouvant contenir 

les substances à tester. La vérification de la bonne étanchéité du système a été réalisée par différents 

moyens : - un contrôle visuel par ajout dans le cylindre de bleu trypan; - une mesure plus fine du 

passage de billes de dextran FITC ajoutées là encore dans le cylindre et mesurées après plusieurs 

polarisé d’explants colorectaux humains
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heures dans le surnageant basal. Avant de valider l’utilisation d’un cylindre scellé à l’aide de colle 

chirurgicale, plusieurs systèmes ont été testés. D’une part, la présence d’agarose uniquement 

entourant le tissu et ne laissant que la face apicale exposée, et d’autre part la présence d’un cylindre 

fixé du côté apical du tissu par de l’agarose déposé extemporanément. Seul le système de cylindre 

fixé par de la colle vétérinaire a démontré une bonne étanchéité. Le système est cultivé en 

incubateur 5% CO² et 95% d’air à 37°C. Après la culture, les explants sont fixés au paraformaldéhyde 

(PBS-PAF 4%) une nuit à 4°C, abondamment rincés en PBS puis déshydratés et inclus en paraffine 

pour l’analyse immunohistologique. 

  

 

Figure 13 : Principe de la culture polarisé d’explants colorectaux humains 

A gauche, une photo de la muqueuse colorectale permettant de visualiser la couche musculeuse et la membrane 

épithéliale. 

A droite, le système de culture développé. 
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Figure 14 : Démarche expérimentale des expériences d’adhésion et de transmigration sur le modèle cellulaire 
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Figure 14 : Démarche expérimentale résumant les différentes étapes des expériences d’adhésion et de transmigration sur le modèle cellulaire 

La polarisation des CaCo2 ou HEC-1A est vérifiée par mesure de la Résistance Trans-Epithéliale (RTE) et du passage de dextran FITC.  

Les monocytes ou MDM, exposés ou non au VIH-1, et préalablement marqués au CFSE sont déposés sur la barrière épithéliale en présence ou non de LS (LS d’hommes 

séropositifs ou séronégatifs). Le LS peut également être déposé seul sur la barrière.   

Pour les expériences d’adhésion, les cellules sont laissées pendant 2h au contact des CaCo2 puis retirées. La barrière est lavée et analysée au microscope à fluorescence afin 

de compter les cellules CFSE+ adhérentes.   

Pour les expériences de transmigration, les cellules sont laissées pendant 24h au contact des CaCo2. Les cellules transmigrantes retrouvées dans le surnageant basal sont 

comptées par observation microscopique en fluorescence. Les cellules transmigrantes enchâssées dans la monocouche épithéliale sont recherchées par microscopie 

confocale. 

Dans le cas d’une simple exposition au LS, l’intégrité de la barrière épithéliale est évaluée par observation microscopique du marquage de la protéine de jonction ZO-1, 

mesure de la RTE et du passage du dextran FITC, et mesure de la viabilité par mesure de la lactate déshydrogénase (LDH) dans le surnageant.  

Afin d’analyser l’effet du LS sur le phénotype et l’expression de molécules d’adhésion à la surface des monocytes ou MDM, ces derniers sont incubés 2h en présence de LS, 

puis l’expression de différents marqueurs de surface est analysée par cytométrie de flux. 
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Figure 15 : Démarche expérimentale des expériences de transmigration sur le modèle tissulaire 

Suite à la mise en culture des explants de muqueuse colorectale (Cf. partie 2, Modèle de culture polarisé d’explant de colon), les monocytes ou MDM ou cellules séminales, 

préalablement marqués au CFSE, sont déposés sur la surface apicale de la barrière épithéliale en présence ou non de LS. Le LS peut également être déposé seul sur la 

barrière.   

Pour les expériences de transmigration, les cellules sont laissées pendant 1h au contact de la muqueuse colorectale. Les cellules transmigrantes sont recherchées dans le 

tissu (sous la barrière épithéliale intacte) par microscopie confocale. 

Dans le cas d’une simple exposition au LS, l’exposition varie de 1h à 6h. L’intégrité de la barrière épithéliale est ensuite évaluée par marquages immunohistologiques pour 

différentes molécules (CK20, ZO-1, E-cad, JAM-A) et par observation microscopique, mesure de passage du dextran FITC, et mesure de la viabilité par test MTT sur le tissu. 
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I. CHAPITRE I : Le liquide séminal humain diminue l’adhésion et 

la transmigration des macrophages à travers l’épithélium 

colorectal et endométrial 

 

A. Synthèse de l’article et des résultats supplémentaires  

 

Objectifs et méthodologie 

Dans cette étude, nous avons évalué, pour la première fois à notre connaissance, l’effet du 

liquide séminal (LS) d’hommes séronégatifs ou infectés par le VIH sur le passage par transmigration 

de monocytes et de macrophages à travers la barrière épithéliale colorectale. Nous avons également 

évalué l’effet du LS sur la transmigration de macrophages à travers une barrière épithéliale 

endométriale. Ces derniers résultats sont présentés en annexe à l’article (résultats supplémentaires), 

puisque nous avons fait le choix de focaliser notre article sur la transmission colorectale du VIH-1. Il 

m’a tout de même semblé important de présenter ces travaux car ils permettent, d’une part, une 

comparaison directe de l’effet du LS sur deux types de barrières épithéliales monostratifiées 

exposées au VIH-1 et au LS, et d’autre part, cette étude nous permet de comparer nos résultats avec 

la littérature. En effet, à notre connaissance, le seul papier étudiant l’effet du LS sur le passage de 

leucocytes sanguins par transmigration à travers une muqueuse a utilisé un modèle de barrière 

endométriale. La transmigration des monocytes et des macrophages dérivés de monocytes (MDM) 

non infectés ou exposés au VIH-1 a été évaluée dans deux modèles complémentaires : un premier 

modèle ex vivo d’explants de tissu colorectal humain permettant de se rapprocher au maximum des 

conditions in vivo, et un second modèle in vitro de cellules épithéliales de colon polarisées CaCo2 et 

de cellules épithéliales endométriales HEC-1A, permettant quant à lui d’initier la compréhension des 

mécanismes en jeu.  

Pour les deux modèles, la face épithéliale apicale a été exposée à des monocytes et /ou MDM 

(marqués CFSE), en présence ou en absence de 10 à 50% de LS d’hommes séronégatifs (pool de 30 

donneurs ou LS individuels) ou d’hommes infectés VIH (LS individuels). L’intégrité de la barrière 

épithéliale, avant et après exposition, a été évaluée par mesure de la perméabilité (passage de 

dextran et mesure de la résistance trans-épithéliale), analyse histologique et marquage de molécules 

de jonction/adhésion. L’adhésion et la transmigration des leucocytes à travers les épithéliums ont été 

évaluées en microscopie à fluorescence. Afin d’évaluer l’effet du LS sur les monocytes et MDM, les 
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cellules ont été exposées à 10% de LS pendant 2h et l’expression de différentes sous-unités 

d’intégrines que l’on suspecte impliquées dans les phénomènes d’adhésion et de transmigration a 

été mesurée par cytométrie de flux. 

Résultats et discussion 

Nos résultats montrent pour la première fois le passage rapide (dès 1h) de MDM à travers 

une barrière épithéliale colorectale intacte ex vivo. Nous reproduisons ce passage dans notre modèle 

in vitro de barrière épithéliale CaCo2 avec des monocytes et des MDM et en présence de LS. Il en est 

de même dans le modèle HEC-1A où la transmigration de MDM avait déjà été mise en évidence 

auparavant (Carreno et al., 2002). 

Le LS présente in vitro, dans des conditions non cytotoxiques, un effet inhibiteur sur la transmigration 

de ces cellules à travers une monocouche de cellules épithéliales polarisées de colon ou 

d’endomètre, sans lien avec une modification quelconque de la barrière épithéliale. En effet, 

l’exposition de la muqueuse colorectale (modèle de CaCo2 et modèle d’explants colorectaux) au LS 

d’hommes sains n’impacte ni la viabilité, ni la perméabilité, ni l’expression des molécules d’adhésion 

(JAM-A, E-Cadhérine) et des jonctions (ZO-1). Ces observations sont en accord avec deux études qui 

ne relèvent aucun impact d’une exposition au LS sur modèles tissulaire (Kordy et al., 2018) ou 

cellulaire (Mullin et al., 2017) de la barrière colorectale. De la même manière, nous n’observons 

aucune modification de la perméabilité de la monocouche HEC-1A après exposition au LS.  

Afin d’expliquer ce phénomène, nous nous sommes intéressés à la première étape de la 

transmigration : l’adhésion des leucocytes à la barrière épithéliale. Nous avons là encore mis en 

évidence un effet répresseur du LS sur l’adhésion des monocytes et des MDM qu’ils soient infectés 

par le VIH-1 ou non, à nos deux types de barrières épithéliales in vitro. Cet effet est également 

observé après exposition à du LS d’hommes VIH+. Nous avons cependant remarqué que la 

diminution d’adhésion des MDM au niveau de la barrière HEC-1A est moins importante que celle 

observée sur la barrière colorectale. Nos résultats suggèrent que la diminution de transmigration des 

monocytes et des MDM en présence de LS découle d’une diminution de l’adhésion des cellules à 

l’épithélium. De façon intéressante, nos résultats diffèrent en partie de ceux de l’étude de Lawrence 

et al. Comme nous, ils notent une diminution de la transmigration de monocytes et de lymphocytes à 

travers la monocouche de cellules épithéliales endométriales HEC-1 en présence de LS, mais à 

l’inverse ils associent cette diminution à une hausse de l’adhésion des leucocytes à la barrière 

épithéliale et une augmentation de la résistance trans épithéliale (RTE) (Lawrence et al., 2012).      
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Nous avons écarté l’hypothèse d’un effet « viscosité » du LS sur les phénomènes observés, et montré 

qu’une pré-incubation des monocytes et des macrophages avec du LS avant leur mise en contact 

avec les cellules épithéliales engendrait une baisse de leur adhésion à la barrière colorectale. Ces 

résultats sont en faveur d’un effet direct du LS sur les monocytes et MDM. 

Une analyse par cytométrie de flux nous a permis de mette évidence une diminution de l’expression 

de la molécule d’adhésion LFA-1, composée des deux sous unités CD18 et CD11a, à la surface des 

MDM après leur exposition au LS. Cette diminution pourrait expliquer la baisse de l’adhésion et par 

conséquent de la transmigration des macrophages à travers la barrière épithéliale, puisque cette 

molécule a déjà été démontrée comme impliquée dans ces phénomènes ((Carreno et al., 2002) pour 

revue (Anderson et al., 2010a)).  

En revanche, le LS n’impacte l’expression à la surface des monocytes d’aucunes des sous-unités de 

molécules d’adhésion investiguées. Ces résultats nous incitent à penser que l’effet du LS sur les 

monocytes et les macrophages pourrait avoir une origine différente ou bien qu’il s’agit d’un 

mécanisme commun mais non identifié.  

 Ces travaux ouvrent la discussion sur le peu d’études s’intéressant au passage de 

monocytes/macrophages à travers les barrières épithéliales monostratifiées, bien qu’ils représentent 

la population de leucocytes cibles du VIH la plus abondante du sperme, loin devant les lymphocytes 

CD4 qui sont déplètés lors de l’infection (Politch et al., 2009). Cette étude appuie la vulnérabilité de la 

muqueuse colorectale face à la transmission du VIH-1 par les cellules infectées du sperme puisqu’elle 

démontre la possibilité d’un passage rapide (dès 1h) des macrophages par transmigration à travers 

une muqueuse intacte. L’implication des molécules d’adhésion, notamment la molécule LFA-1 dont 

l’expression est diminuée sur les MDM après exposition au LS, ainsi que l’élucidation des composés 

du LS responsables de cet effet inhibiteur de l’adhésion/transmigration, feront l’objet de recherches 

plus approfondies.  

Conclusion 

 Il s’agit là de la première démonstration de transmigration active et rapide de 

monocytes/macrophages à travers la barrière colorectale en présence de LS. Nos résultats 

démontrent que ce dernier n’a pas d’effet sur l’intégrité de la barrière colorectale, mais qu’il diminue 

l’adhésion et la transmigration des monocytes/macrophages, possiblement en altérant l’expression 

de la molécule d’adhésion LFA-1 ou d’autres molécules composées de la sous unité CD18. Cela n’est 

pas spécifique à la muqueuse colorectale puisque nous obtenons des résultats similaires dans un 

modèle épithélial endométrial.  
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Introduction  

Each year, an average of 1.8 million people become infected with HIV worldwide (ONUSIDA, 

2018). Most of these new infections result from ano-genital exposure to infected semen. Yet, the 

mechanisms of HIV transmission through contaminated semen remain ill defined, in particular in the 

colo-rectal mucosa which carries the highest risk of infection of all sexual routes (Patel et al., 2014). 

Semen contains free HIV particles as well as infected CD4+ T lymphocytes and macrophages, the 

latter largely outnumbering the lymphocyte population (Politch et al., 2009; Quayle et al., 1997; 

Wolff and Anderson, 1988). A number of recent studies have highlighted the efficiency of HIV cell-

associated transmission through the ano-genital mucosa in vitro and in animal models (Anderson et 

al., 2010; Kolodkin-Gal et al., 2013). However, these studies have essentially focused on infected T 

lymphocytes as donor cells and have largely ignored the effect of seminal plasma (SP), the a-cellular 

fraction of semen, on CA transmission. SP is a very complex fluid encompassing over 2000 proteins, 

lipid and carbohydrate. SP was discovered to influence cell free HIV infection in vitro and ex vivo (for 

review (Doncel et al., 2010, 2014; Ferreira et al., 2014; Sabatté et al., 2011)) and is therefore believed 

to play an active part in HIV transmission. While most studies used seminal plasma from uninfected 

men, we and others demonstrated that the composition of SP from HIV-infected individuals differs in 

terms of cytokine content and microbiome (Keogan et al., 2015), which impact the modulatory 

properties of SP on HIV cell free infection (Camus et al., 2016).  

In this study, we aimed to investigate whether monocytes and macrophages can mediate HIV 

CA transmission through the colo-rectal mucosa and whether SP from uninfected and HIV-infected 

men can modulate such transmission, using ex vivo and in vitro models. We showed that 

macrophages rapidly transmigrated across the intact epithelium of human colonic tissue ex vivo. 
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Using an in vitro CaCo2 colonic epithelium, we demonstrated that SP from either HIV-infected and 

uninfected donors decreased the transmigration of monocytes and macrophages without modifying 

the epithelial barrier permeability. SP from HIV-infected or uninfected men decreased 

monocytes/macrophages adhesion to the colonic epithelial barrier, and induced downregulation of 

the cell adhesion molecules CD18 and CD11a expression on the cell surface of macrophages, which 

may participate to its effect.  

 

Material and Methods 

HIV-1 viral stock and human seminal plasma samples 

R5 HIV-1BA-L strain (ARP118) was obtained from the NIBSC Centralized Facility for AIDS 

Reagent and expanded in IL2/phytohemagglutinin activated human peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs). The viral culture supernatants were ultracentrifuged for 2 h at 100 000g on a 20% 

sucrose pillow. Resulting virus stocks were titrated on TZM-bl with the 50% infectivity end-point 

method (TCID50) of Reed and Muench. Human semen was obtained from HIV-negative patients via 

the center for the cryopreservation of ‘eggs and semen’ (CECOS) of Rennes and for HIV positive 

patients from CECOS of Rennes and Toulouse, in respect to consent of the patients and authorized by 

Ethics Committee Ouest V, Rennes, France (authorization DC-2016-2783).  Ejaculates were liquefied 

for 30 min at 37°C and seminal plasma (SP) was recovered following centrifugation at 1000g for 10 

min at room temperature. SP was pooled or not and stored at -80°C. 

Primary monocytes and macrophages preparation and infection 

Monocytes were purified from ficoll-density centrifuged PBMC by CD14 negative selection 

(MACS Miltenyi Biotec, Auburn, CA), according to manufacturer’s instructions. Monocytes were 

either directly used or differentiated into monocytes-derived-macrophages (MDM) by M-CSF (50 

ng/ml, Miltenyi Biotec) treatment for 6 days in RPMI 1640 medium (Gibco) supplemented with 2 mM 

glutamine, 10% fetal calf serum, 100 IU/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin (complete RPMI). 

MDM were incubated with HIV-1Ba-L viral stock at a multiplicity of infection (MOI) of 0.1 for 4h at 37°C 

and cultured for 3 days before adhesion and transmigration experiments.  

Human colonic tissue ex vivo culture 

Colon specimens provided by the anatomo-cytopathology department of Rennes university 

Hospital were obtained from patients undergoing colon resection for cancer or diverticulitis. Only 

normal parts of resected tissues were used and processed within one hour after excision. This 

collection was approved by Ethics Committee Ouest V, Rennes, France (authorization DC-2016-2783). 
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After intensive washes, small fragments of 8 mm diameter including the epithelium and the 

submucosa were cut using a biopsy punch (Kai, Laboderm), and the tissue fragments were placed on 

a semi permeable transwell (3µm pore size, polycarbonate membrane, Falcon) with the submucosa 

facing the insert. A polystyrene cylinder (I.DxH 4.7mm x 8 mm, Sigma–Aldrich, St. Louis, MO) was 

sealed with veterinary glue (3M Vetbond, St. Paul, MN) onto the apical surface of the mucosa to 

avoid leakage and tissue was surrounded with agarose 3% to avoid spreading. Specimen were placed 

into a 12-well plate, containing 0.6mL of complete medium (RPMI supplemented with 10% FCS, 100 

U/ml penicillin/streptomycin, 1% glutamine, 1% NEAA, 1% Na-pyruvate, 1% HEPES buffer 1M).  

Immunohistostaining  

Sections of 4% paraformaldehyde-fixed and paraffin-embedded tissue (5µm thickness) were 

deparaffinized and rehydrated before staining.  Antigen retrieval was achieved through either 40 min 

incubation in Tris-based buffer solution pH8 at 95°C for ZO-1, 40 min incubation in 1mM pH9 EDTA 

solution at 80°C for JAM-A or 95 min incubation in 1mM pH8 EDTA solution at 95°C for CK20 and E-

Cadherin. Slides were incubated in a humid chamber with ZO-1 primary antibody (Thermo Fisher 

Scientific, clone ZO1-1A12, 10 μg/ml), JAM-A primary antibody (5.83µg/mL, Abcam), Cytokeratin 20 

(Ck20) primary antibody (Dako Agilent, clone Ks20,8, 3.4µg/mL), E Cadherin primary antiblody 

(Invitrogen, clone 4A2C7, 1.5µg/mL) or appropriate isotype controls. Sections were washed and for 

fluorescent staining incubated with either anti-Mouse HRP and DISCOVERY Rhodamine Kit (542-

568nm) for ZO-1 or anti rabbit Alexa Fluor 488 fluorescent secondary antibody (10µg/mL Life 

Technology) for JAM-A, before counterstaining with ProLongTM Gold Antifade Mountant medium with 

Dapi (Invitrogen). Slides were analysed under a fluorescent microscope (Zeiss Imager M1). For 

immunochemistry staining, detection was achieved using UltraView Universal DAB Detection Kit 

(Roche), and slides counterstained with hematoxylin and mounted in Eukitt (O. Kindler) before 

observation using a bright-field microscopy (Olympus AX60).  

Transmigration/Adhesion experiments 

CaCo2 model:  

Human colonic CaCo2 cells (American Type Culture Collection) were seeded in 12-mm 

diameter transwells (3µm pore size, polycarbonate membrane, Falcon) at a density of 105 cells/well 

and cultured for 10 days until the formation of a fully-differentiated monolayer, as assessed by ZO-1 

tight junction’s immunostaining. Polarized cells were used when trans-epithelial electrical resistance 

(TEER) reached 300-350 ohms.cm2, as measured using a Millicel resistance system (ERS; Millipore, 

Bedford, Mass). The impermeability of the barrier and the sealing of the system was verified by 

absence of passage of 4kDa Dextran FITC beads. 8.105 CFSE (Life Technologies)-stained monocytes or 

MDM infected or not with HIV-1 were incubated in 500µl complete RPMI with or without 10% or 50% 
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SP in the apical chamber of the transwell system for 2h (adhesion assay) or 24h (transmigration 

assay) in humidified atmosphere 5% CO2 at 37°C. Adherent cells were numbered directly on the 

insert surface with an epifluorescent microscope (ZEISS®), and adherent infected cells identified by 

p24 immunostaining on 4% paraformaldehyde (PFA) fixed inserts. Cells that transmigrated were 

recovered in the basal chamber of the transwell system and counted under a fluorescent microscope 

(Nikon). 

Ex vivo model:  

1.106 CFSE-stained MDM in 100µl complete medium with or without 10 or 50% SP were added on 

the apical side of the mucosa for transmigration assay. After 2 washes with PBS, tissues were fixed in 

4% PFA overnight and embedded in paraffin. Transmigrating cells were examined on micro-sections 

using an SPE confocal microscope (HCX Plan Apochromat, NA 1.4; Leica).  

Flow cytometry analysis 

Monocytes and MDM exposed or not  to 10% or 50% SP for 2 or 24h were stained with 7AAD 

(ThermoFisher Scientific) for viability and with antibodies against adhesion molecules for 30 min at 

4°C, washed in PBS-1% FCS and fixed in 1% PFA (antibodies concentrations in table S1). Acquisition 

and analysis were performed using a LSR II cytometer (BD Bioscience) and FACSDiva Software (BD 

Biosciences).  

Statistical analysis 

All data were analyzed using the non-parametric Kruskall-Wallis test. Values were considered 

significant when P was less than 0.05. Statistical analyses were performed using commercially 

available software (GraphPad Prism 6, GraphPad Software).   
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Results 

Monocytes and MDM actively transmigrates across the intact colonic epithelium ex vivo and in 

vitro 

To evaluate the potential of HIV-target cells to penetrate the colonic epithelial layer, we first 

develpped a polarized human colonic mucosa culture model. The maintenance of the colonic 

epithelium integrity for over 6h of culture was demonstrated through immunostaining for tight 

junction protein ZO-1, adhesion molecules E-Cadherin and JAM-A, and epithelial marker CK20 (Fig1a). 

CFSE-stained monocyte-derived macrophages (MDM) added to the apical side of the colonic mucosa 

were observed within 1h post-exposure in the sub-epithelial layer by fluorescent microcopy, whereas 

4kDa FITC-labelled dextran beads did not cross the barrier (Fig1b).  We next used a polarized 

monolayer of CaCo2 colonic epithelial cells as a surrogate model mimicking colonic epithelium in 

order to quantify cell transmigration and determine the potential impact of SP. Prior to 

transmigration experiments, the expression of ZO-1 tight junction proteins and the absence of 4kDa 

FITC-labelled dextran beads leakage were monitored to assess the polarization and impermeability of 

the CaCo2 monolayer (Fig S1a-b). Monocytes and MDM applied apically for 24h actively 

transmigrated across the tight CaCo2 monolayer, in contrast to fixed cells and fluorescent beads 

(Fig1c). Although it did not reach statistical significance, a trend for more efficient transmigration of 

MDM over monocytes was noticed. MDM exposed to HIV-1 R5 BAL for 3 days transmigrated with 

similar efficiency as non-exposed MDM, and HIV-1 infected macrophages readily crossed the CaCo2 

monolayer, as determined by p24 immunostaining of transmigrating cells inserted in CaCo2 

monolayer (fig 1c-d).  

 

Monocytes and MDM transmigration across the colonic epithelium is decreased by SP  

The effect of SP on the epithelial barrier permeability was next investigated in the ex vivo and 

in vitro models. Exposure of the apical side of the colonic mucosal tissue to 50% SP (pool from 30 

donors) for 1 or 6h did not affect the tissue viability, nor altered the barrier, as showed by adhesion 

molecules immunostaining and FITC Dextran beads assay (Fig2a-c). Similarly, exposure to 50% SP 

(obtained either by pooling SP from 30 donors, or from 3 individual donors) had no effect on the 

impermeability, trans-epithelial resistance or viability of the CaCo2 cells monolayer, nor on the 

polarization of the epithelial cells, as assessed by ZO-1 expression (Fig S1). Note that HIV+ SP 

exposure of both in vitro and ex vivo models does not differ from NI SP exposure in terms of ZO-1 

and E-Cadherin, JAM-A and CK20 staining (Fig.S1). In the CaCo2 model, 10% SP exposure for 24 h 

drastically decreased monocytes and MDM transmigration by a median of 66% and 82.4% (p ≤ 0.01) 
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respectively. 50% SP exposure further decreased transmigrated monocytes and MDM number by a 

median of 84% (p ≤ 0.01) and 94.6% (p ≤ 0.001), respectively (fig2d). The transmigration efficiency of 

HIV-1-exposed MDM was also affected by SP (median of 44% decrease in presence of 10% SP) (fig2e). 

Because SP can be cytotoxic (Okamoto et al., 2002), we investigated whether the decreased 

transmigration efficiency of MDM and monocytes in presence of SP could be due to loss of viability. 

Monocytes viability was not affected by 24h exposure to 10% SP, as determined by 7AAD cytometry 

staining, whereas a low but significant decrease of the number of viable monocytes was measured 

with 50% SP (median of 22 % decrease of viable cells, p ≤ 0.05). In contrast, MDM exposure to 10% or 

50% SP for 24h did not affect their viability (fig2f).  

Altogether, these results suggest that SP has an inhibitory effect on the transmigration of 

both monocytes and MDM across the colonic epithelium that is not mediated by a modification of 

the epithelial barrier resistance or decreased cell viability, at least for 10% SP. 

 

SP decreases monocytes and MDM adhesion to the colonic epithelium 

To determine the mechanisms of SP inhibition on monocytes and MDM transmigration 

across the CaCo2 cell monolayer, we investigated whether SP modulated the adhesion of these cells 

to the epithelial layer. 50% SP drastically decreased the adhesion to CaCo2 cells of monocytes by a 

median of 88% (p ≤0.01) and of MDM by a median of 93% (p ≤ 0.001). While 10% SP also decreased 

the adhesion of monocytes and MDM, the effect was milder and did not reach significance (median 

of 80 %, and 75%, respectively) (Fig3a). In the 3 independent experiments performed, 10% SP 

exposure also consistently decreased the adhesion of HIV-1 infected cells by a median of 86 %, albeit 

this was not significant (p= 0.1) (Fig 3b,c).  

We then assessed whether the viscosity of SP could play a role in the diminished adhesion. 

The viscosity of 10 and 50% SP was measured (d=1.19mPa/s and 1.89mPa/s respectively) and 

mimicked by incubating MDM applied to the apical layer of CaCo2 cells with 10% methylcellulose (d= 

1.17mPa/s) and 50% methylcellulose (d=1.91 mPa/s). Unlike exposure with 10% or 50% SP, the 

adhesion of MDM to CaCo2 was not affected (Fig S2). We confirmed that the decreased adhesion 

observed using a pool of SP was also observed using SP from uninfected individual donors (n=3) and 

SP from one HIV-1 infected individual (Fig S2d). We next aimed to determine whether SP acted 

directly on MDM and monocytes. For this, MDM and monocytes were pre-incubated with 10% SP for 

2h, and SP was extensively washed off before the adhesion assay. A decrease of monocytes and 

MDM adhesion was also observed when the leukocytes were exposed to SP before incubation with 

CaCo2 cells, although it did not reach significance, and was less pronounced than when SP was added 
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all along the contact duration of leukocytes and epithelial cells  (fig3d). Altogether, these results 

point at an effect of SP on monocytes and MDM.  

To further address the mechanisms responsible for the SP-induced inhibition of monocyte 

and MDM adhesion to the CaCo2 monolayer, we investigated the impact of SP exposure on cell 

surface expression of a panel of well-known integrins implicated in cell adhesion, i.e. LFA-1 

(CD18/CD11a), Mac-1 (CD18/CD11b), p150,95 (CD18/CD11c) and CD103. Interestingly, a higher 

proportion of MDM expressed LFA-1 compared to monocytes (median of 90% and 30% of cells 

positive for LFA-1 respectively, n=3, data not shown). 10% SP exposure of MDM for 2h significantly 

decreased the expression levels of CD11a and CD18, as evidenced by lower MFI (fig3e). In contrast, 

monocytes exposure to SP did not modify the MFI for any of these proteins (fig3f). For each surface 

protein tested, the % of positive cells was unchanged following SP exposure (data not shown). 

Overall our results indicate that SP exposure differently modulated the expression of adhesion 

molecules depending on the cell type.  

Discussion 

Here we demonstrate for the first time that blood-derived macrophages can rapidly (as soon 

as 1h) transmigrate across the intact epithelium of human colon ex vivo. Whereas T lymphocytes or 

PBMC transmigration across different mucosal epithelium has been well documented (Chancey et al., 

2006; Van Herrewege et al., 2007; Kolodkin-Gal et al., 2013; Lawrence et al., 2012; Tugizov et al., 

2011), before ours only two studies investigated the ability of macrophages to transmigrate (Carreno 

et al., 2002; Tugizov et al., 2011). Timing of transmigration was relatively different between models. 

In their in vitro model of HEC-1, Carreno et al., observed transmigration as soon as 90 minutes and a 

plateau in transmigration was observed after 3 h of incubation of MDM with the epithelial monolayer 

(Carreno et al., 2002). Tugizov et al. observed MDM and lymphocytes transmigration 4h post-

exposure in ex vivo models of monostratified fetal intestinal epithelium and incompletely stratified 

fetal oral epithelium (2 to 7 epithelial layers), whereas no transmigration was observed across a fully 

stratified adult oral epithelium model (10 to 30 epithelial layers) (Tugizov et al., 2011). This suggests 

that thick epithelia may impair transmigration or require longer exposure for crossing to occur. In 

line with this, Maher et al. observed seminal round cells penetration beneath the most external layer 

of ectocervical epithelial cells only 24h post-contact, although earlier time points were not assessed 

(Maher et al., 2005). Finally, Zhou et al., which evaluate and compare infection of foreskin explant 

with cell free virus and cell-associated virus never detect donors PBMC within the multiple layer of 

keratin epithelium after their inoculation at the apical surface during 4h (Zhou et al., 2011).  



100 
 

In ex vivo models, Kolodkin et al., demonstrated lymphocyte transmigration across intact colonic 

mucosa as soon as 1h. They described an increasing number of transmigrating cells over time, but 

these results were hampered by the fact that the epithelial barrier was already largely damaged by 

the time that cells were removed from the apical compartment and detected in the basal 

compartment.  

Altogether, these observations and the rapidity of monolayer transmigration in our study 

highlight how transmigration may be a specifically important mechanism of transmission across 

columnar epithelia such as those encountered in the colorectal, endo-cervical and urethral mucosa. 

In addition, the single layer columnar epithelium of the colon being underlined by a lamina propria 

rich in virus-permissive immune cells (activated CD4+ T cells, macrophages, dendritic cells) (Shattock 

and Moore, 2003) this site may be particularly susceptible to CA transmission through contact 

between the donor’s HIV-infected transmigrated cells and the recipient’s mucosal cells. Indeed, using 

polarized monolayers of transformed epithelial cells, a number of studies have conclusively shown 

that infected cells are much more effective than cell-free virions at infecting subepithelial target cells 

(Anderson, 2014). Moreover, CA was found to be more efficient than cell free transmission following 

intra-rectal inoculation in macaques (Kolodkin-Gal et al., 2013). In another in vivo study, infected 

donors cells (spleen cells) were detected in the proximal and distal lymphoid tissues of macaques as 

soon as 21h and 45h post intra vaginally challenge, (Salle et al., 2010). Thus on top of its potential 

rapidity and efficiency at initiating a localized infection in the host mucosa, CA transmission could 

pose the additional problem of rapid dissemination throughout the body of virus sheltered within 

infected cells- possibly latently infected-and which may thus escape from the local immune 

responses or prophylaxis.  

A limitation of our ex vivo colonic model is the relatively rapid loss of epithelium integrity in 

culture, similarly reported by other authors (Cavarelli et al., 2013; Kolodkin-Gal et al., 2013). The 

relatively low number of transmigrated cells during the short time frame of colonic epithelium 

integrity prevented the quantification of transmigrated cells and in turn the measurement of SP 

effect on such transmigration. Of note however is that we observed transmigrated MDM in the 

colon’s sub-epithelial mucosa even in the presence of 50% SP (data not shown).  

We did not observe any impact of SP (from both NI and HIV+ men) on the integrity of the 

epithelial cell barrier, neither ex vivo (maintenance of tissue viability and expression of junctional 

adhesion molecules) nor in vitro using polarized CaCo2 cell line (maintenance of the epithelial cell 

barrier trans-epithelial resistance, permeability and expression of junctional adhesion molecules). 

This is in agreement with the data from Mullin et al., who showed in an in vitro model of CaCo2 that 

apical exposure to 10 % SP did not modify TEER, permeability or Claudin staining, and with that from 

Kordy et al., who found no alteration of cell viability and morphology of non-polarized colon explants 
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exposed to 10 and 100 % SP (Kordy et al., 2018; Mullin et al., 2017). Similarly to colon explants, the 

impermeable CaCo2 layer supported MDM transmigration. In this system, a relatively low but 

consistent number of MDM and monocytes transmigrated over a 24h period. This low rate of 

transmigration is consistent with that reported by other authors for T lymphocytes, monocytes and 

MDM (overall less than 2% of the apically applied cells) (Carreno et al., 2002; Van Herrewege et al., 

2007; Lawrence et al., 2012; Mori et al., 2003; Parkos et al., 1991), with however some variations 

depending on the epithelial cell type used, and was similarly observed in our laboratory following 

polarized HEC-1A endometrial epithelial cells exposure to MDM (unpublished data). However, in vivo 

studies indicate that a very small number of infected cells is sufficient to induce CA transmission: 

thus only 300 infected CD4+ T lymphocytes diluted in SP and applied to the cervix of chimpanzees 

initiated de novo infection (Milman and Sharma, 1994), while an inoculum of 107 cells containing ~10 

000-100 000 infected spleen cells, a number compatible with data on infected cell number in human 

semen, could lead to intra-vaginal transmission (Salle et al., 2010).Therefore, despite its low 

efficiency in vitro and ex vivo, the high potential infectivity of the transmigration process cannot be 

ignored. 

Interestingly, we found that 10 to 50% SP decreased the transmigration of monocytes and 

MDM across a polarized epithelial monolayer of CaCo2 cells over a 24h period, as well as their 

adherence after 2h of contact. Lawrence et al. similarly reported a SP-induced decreased 

transmigration of peripheral blood lymphocytes and monocytes across an epithelial endometrial 

monolayer (HEC-1) after 24 hours exposure in presence of 7 % SP (Lawrence et al., 2012). However, 

in contrast to our observation, this effect was associated with an enhanced trans-epithelial resistance 

of HEC-1 monolayer measured immediately after SP exposure. This effect was shown to be stable as 

cells treated by seminal plasma displayed a significantly elevated TEER after 18 h of treatment. They 

also showed an increased adherence of leukocytes to the monolayer 16h after contact between 

leukocytes and epithelial monolayer in presence of 7% SP. In line with this Increased trans-epithelial 

resistance of polarized endocervix epithelial cells monolayer exposed from 1 to 5 minutes to very low 

doses of SP (0.2% to 2%) was similarly reported by Gorodeski et al., (Gorodeski and Goldfarb, 1998) .  

Thus the effect of SP on TEER and adhesion may vary depending on a number of parameters such as 

the origin of the epithelium, the duration of SP exposure or the processing of SP. Indeed SP is a 

dynamic fluid which properties can vary over time post-ejaculation. Here SP was processed 

immediately post-ejaculation and we conclusively demonstrated that the effect observed for a pool 

of SP from different donors was also observed for individual donors, thus strengthening our results 

and indicating consistent semen treatment.  

The analysis of cell adhesion molecules expression on the surface of MDM revealed a down-

regulating effect of SP on CD18 and CD11a as early as 2h post-exposure. The rapidity of the effect of 
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SP suggests an internalization mechanism or a defect of membrane addressing of these molecules. 

Such decreased surface expression could also be result from the binding of semen component(s) on 

certain cell surface proteins, thus masking antibody recognition. Further experiments are needed to 

decipher the mechanisms involved in this down regulation. The decreased expression level of CD18 

and CD11a integrins on MDM surface might participate to the inhibitory effect of SP on the adhesion 

of these cells to the epithelial CaCo2. These 2 integrins compose the adhesion molecule LFA-1, 

known to interact with ICAM members or JAM-A receptors expressed on epithelial cells, including 

CaCo2 cells (data not shown) (Anderson et al., 2010; Barreto-de-Souza et al., 2014). CD18 is also part 

of the Mac-1 (CD18/CD11b), p150,95 (CD18/CD11c) and CD18/CD11d adhesion molecule complexes. 

Further investigations with neutralizing antibodies will be required to validate the implication of 

these adhesion molecules in the decreased adhesion/transmigration of macrophages to epithelial 

barrier. In favor of the hypothesis of a role of LFA-1, a higher proportion of MDM expressed LFA-1 as 

compared with monocytes, which might be correlated to higher adhesion efficiency of MDM by 

comparison to monocytes.  

SP exposure did not affect the expression of any of the integrins tested on monocytes, 

suggesting either the implication of other adhesion molecules or others mechanisms such as the SP-

induced blocking of adhesion molecule recognition by its epithelial ligand without altering antibody 

recognition, or the SP-induced activation of anti-adhesive molecules naturally expressed on the 

apical side of epithelial cells (Brazil et al., 2010; Lawrence et al., 2003; Reglero-Real et al., 2016). In 

fact, some semen components themselves can act as anti-adhesive agents. For instance, oxid nitric is 

known to have anti-adhesive properties in the context of trans-endothelial migration of leukocytes 

(for review (Kanwar and Kubes, 1995). While our results highlight a specific effect of SP on 

monocyte/MDM capacity to adhere, SP might also modify adhesion molecule expression on the 

epithelial cell barrier, although our preliminary data suggest unchanged expression on SP-exposed 

Caco2 cells.  

One important question remains the identification of the seminal component(s) responsible 

for the inhibition of monocytes/MDM adhesion and transmigration. Seminal prostaglandins were 

found to indirectly decrease dendritic cells (DC) adhesion to spermatozoa within 2h via an alteration 

of the maturation of DC (Rennemeier et al., 2011). A direct SP inhibitory effect on HIV-1 / DC binding 

through DC-SIGN has been reported (Sabatté et al., 2007) and later demonstrated in two 

independent studies to be attributable to either seminal clusterin (Sabatte et al., 2011) or mucin 6 

(Stax et al., 2009), which both bind DC-SIGN through glycan structure . 

  As in these studies where seminal component can interact directly with DC-SIGN, it is likely 

that SP protein or component bind adhesion molecules. We attempted to split SP components 

according to their molecular weight (10kDa cut-off). Each of the two fractions, one containing 
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seminal compounds > 10kDa and one containing seminal compounds < 10kDa, retained their 

inhibiting effect on adhesion of monocytes/macrophages to CaCo2 epithelial barrier (data not 

shown), suggesting that this effect might originate from multiple molecules. 

 

In conclusion, we showed using an ex vivo model of human colonic mucosa that the most 

numerous population of HIV target cells in semen, i.e. monocytes/macrophages, are able to cross the 

intact colonic epithelium as soon as 1hour post-contact. This study provides new data on the initial 

event of CA HIV-1 transmission and highlights the importance in considering CA as a very rapid way 

of crossing the colonic epithelial barrier. On the other hand, we have demonstrated that the seminal 

environment exerts an inhibitory effect on the adhesion to the colonic epithelium of transmigrating 

monocytes/macrophages. Further studies are now needed to determine the mechanisms involved in 

this inhibition and its impact in vivo.  
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Figure legends 

Figure 1. MDM and monocytes transmigrate across the human colonic epithelial barrier ex vivo and 

in vitro. 

a. Representative histology (H&E staining) and staining for CK20, ZO-1, E-cadherin and JAM-A of the 

colonic explants before (T0) and after 1h or 6h of culture. Magnification x 20. (n=20 for T0 and 1h, 

n=6 for 6h). 

b. CFSE stained MDM or 4kDa Dextran FITC microbeads (negative control) were added to the apical 

side of colorectal explants for 1 h. Tissues were then washed and fixed with 4% paraformaldehyde. 

The penetration of green stained MDM or microbeads into the explant tissue was assessed using 

fluorescence microscopy and photographed at x20 magnification. Cell nuclei are stained with DAPI 

(blue). Images are representative of 2 exp. 

c. CFSE stained monocytes or MDM infected or not with HIV-1 R5 BaL were placed in the apical 

compartment of confluent CaCo2 cell culture insert. After 24h incubation, CFSE-stained cells found in 

the basal compartment were counted by microscopic observation. Results are expressed as the mean 

+/- SEM of 3 to 12 independent experiments and represent the number of transmigrated cells per 

well.  

d. CaCo2 were fixed 24h post-exposure to CFSE-stained MDM, stained for HIV-1 p24 (red) and 

analyzed by confocal microscopy at 40X magnification. Representative image of z stack from CaCo2 

layer exposed to CFSE–stained MDM. Cell nuclei are stained with DAPI (blue). Both HIV-1 infected 

(yellow) and uninfected MDM (green) are presented.  

Figure 2. SP does not impact the colon epithelial barrier ex vivo and in vitro but decreases 

monocytes and MDM transmigration across CaCo2 colonic epithelium. 

a. Viability of colonic explants measured after 1h or 6h exposure to 50% seminal plasma (SP) (fold 

change compared to control (non-exposed tissue)). Dead control corresponds to tissue treated by 

lysis buffer. Means +/- SEM (n = 3). 

b. Representative histology (H&E staining) and staining for CK20, ZO-1, E-cadherin and JAM-A of 

colonic explants after 1h of culture with apical exposure to 50% SP. Magnification x 20. (n=17)  

c. Integrity of the epithelial barrier measured by addition of 4kDa Dextran-FITC in the apical side of 

the colonic explants epithelium in presence or not of 50% seminal plasma (SP) during 1h, 4h and 6h 

(fold increase of Dextran-FITC passage into the basolateral medium compared to control (basolateral 

medium before the apical addition of Dextran-FITC)). EDTA, which disrupts tight junction structures, 

is a positive control of permeability. Means +/- SEM (n = 3-4). 
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d,e. CFSE stained monocytes or macrophages exposed or not to HIV-1 R5 BaL were placed in the 

apical compartment of confluent CaCo2 cell culture insert in presence or not of 10% and 50% seminal 

plasma (SP). After 24h incubation, CFSE-stained cells found in the basal compartment were counted 

by microscopic observation. (d) Transmigration fold change in presence of 10 or 50% of SP by 

comparison to medium alone. Each bar represents mean +/- SEM of 3 to 9 independent experiments. 

(e) Number of transmigrated cells recovered in the basal compartment in presence or not of 10% SP. 

Each symbol represents 1 patient (n=2).   

f. Monocytes and MDM were exposed to 10 or 50% SP for 24h and viable cells stained with 7AAD 

before flow cytometry analysis.  Results are expressed as relative percentage of viable cells to non-

exposed cells (mean +/- SEM of 3 to 5 independent experiments). 

Figure 3. Monocytes and MDM adhesion to CaCo2 monolayer is decreased by SP.  

a,b. CFSE stained monocytes or MDM exposed or not to HIV-1 BaL were placed in the apical 

compartment of polarized CaCo2 cell culture insert in presence or not of 10% or 50% seminal plasma 

(SP). After 2h incubation non adherent cells were removed and insert extensively washed. HIV-1 p24 

immunostaining (red) discriminates HIV-1 infected cells. Adherent cells were counted by microscopic 

observation. (a) Adhesion fold change in presence of 10 or 50% SP by comparison to medium alone. 

Each bar represents the mean +/- SEM of 3 to 6 independent experiments. (b) Number of adherent 

cells on CaCo2 monolayer in presence or absence of 10% SP. For HIV+ MDM, only infected cells 

(p24+) were counted. Each symbol represents 1 patient (n= 2 for NI MDM and 3 for HIV-1 R5 BaL 

infected MDM).   

c. Representative image of CaCo2 monolayer culture insert following 2h exposure with HIV-1 

exposed MDM showing that both non infected and HIV-1 infected MDM, discriminated by a HIV-1 

p24 immunocytostaining (red cells point out with a white arrow), adhere to the CaCo2 barrier.   

d. Monocytes or MDM were pre-incubated with 10% SP or medium alone for 2h before the adhesion 

assay. Preincubated cells were then extensively washed before their addition on the apical side of 

CaCo2 monolayer for 2h without SP. Non pre incubated cells were added on the apical side of CaCo2 

monolayer in presence or not of 10% SP for 2h. Adherent cells were counted by microscopic 

observation. Results are expressed in fold change to the number of adherent cells when exposed to 

medium alone (Adhesion fold change and are the mean +/- SEM of 3 independent experiments. 

e,f. Monocytes and MDM were exposed to medium containing or not 10% SP for 2h. Cells were 

washed and stained for CD18, CD11a, CD11b, CD11c and CD103 markers before flow cytometry 

analysis. Results are expressed as median intensity of fluorescence (MFI) fold change compared to 

cells exposed to medium alone (n=5 for monocytes and 3 for MDM).   
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Supplementary data  

Material and Methods 

ZO-1 Immunocytostaining  

CaCo2 monolayer on inserts were fixed in 4% PAF solution for 15 min at RT, washed in PBS, 

permeabilized with 0.1% Triton X-100 (Sigma Aldrich), and blocked for 1 hour in blocking solution (5% 

bovine serum albumin in PBS). Primary antibody ZO-1 (5µg/mL, Thermo Fisher Scientific) was diluted 

in blocking solution and incubated with monolayers over night at 4°C. Monolayers were then washed 

with PBS 0.1% tween20 (Promega) and secondary antibody, Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG 

(10µg/mL Life Technology) was added for 30minutes at room temperature. Nuclear counterstaining 

was done with DraqV (10µM, Biostatus) incubation for 30 minutes at 37°C. Insert surface were 

washed 3 times in PBS, excised from the polystyrene inserts and monted in ProLongTM Gold Antifate 

Moutant medium (Invitrogen).  

Blue Dextran leakage assay 

Blue Dextran dye (1mM) was added to the apical surface of confluent epithelial cell monolayers 

grown on 3µm pore size culture inserts. After one hours and half incubation, 100µl of basolateral 

medium was sampled. The presence of Blue Dextran dye in basolateral samples was measured using 

a microplate reader (Biorad iMark Microplate Reader) at 520nm and the optical density was 

expressed as a fold increase of density of dye added to the basal medium at the beginning of 

experiment (medium “alone”’). 

Viability  

MTT viability 

Tissue biopsy punches were recovered after exposure to medium alone or SP and incubated with the 

3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) substrate (0.5mg/mL, Sigma-

Aldrich) over night at 37°C. Tissue were then dried and incubated in methanol over night at room 

temperature to dissolve the colored crystal products. Samples were read using an enzyme linked 

immunosorbent assay plate reader (Biorad iMark Microplate Reader) at a wavelength of 570 nm. The 

amount of color produced is proportional to the number of viable cells. 

LDH viability 

The CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay (Promega) is based on the measure of 

the release of lactate dehydrogenase (LDH) from cells with a damaged membrane. Measure of 
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cytotoxicity has been done in accordance with manufacturer instructions. Culture medium was mixed 

with an equal volume of CytoTox-ONE reagent for 10 minutes at 22°C before reading using a 

microplate reader (Fluostar OPTIMA) at a wavelength of 570 nm. The amount of color produced is 

proportional to the number of viable cells. 

Rheological analysis 

A pool of non-infected SP or a solution of RPMI 0.17% methyl cellulose (Sigma) were diluted in RPMI 

medium to reach the following concentrations: 10% for both and 50% for SP only. All rheological 

measurements were carried out with a Physica MCR 301 (Anton Paar). Cone plate geometry (CP50-2) 

was used as measuring systems. All measurements were carried out at 20° C after a rest time of 3 

min. The apparent viscosity of the samples was measured after application of a growing shear rate 

and corresponds to the slope value of Shear Stress mesure (Pa) related to deformation rate (s-1).  

Supplementary material 
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Figure legends 

Figure S1. CaCo2 monolayer integrity and polarization and HIV+ SP effect on CaCo2 and explant 

model. 

a. ZO-1 tight junctions immunocytostaining (in red) on a polarized CaCo2 monolayer (400 ohms.cm² 

TEER) before and after 24h exposition with medium containing or not 50% SP (HIV- or individual HIV+ 

SP). DAPI stains the nuclei (n= 3). 

b. Integrity of the epithelial barrier measured by addition of 4kDa Dextran-FITC in the apical side of 

the polarized CaCo2 (fold increase of Dextran-FITC leakage into the basolateral medium compared to 

control (basolateral medium before the apical addition of Dextran-FITC) after 24h exposure to 50% 

SP from different pool (P1, P2) or individual SP (I1, I2, I3). EDTA is a positive control of permeability 

(n= 1 culture well for individuals SP and 2 to 5 for pool SP). 

c. Cytotoxicity measured after 24h exposure of CaCo2 to 50% SP from different pool (P1, P2) or 

individual SP (I1, I2, I3) (fold increase of LDH release into the basolateral medium compared to 

control (basolateral medium of non-exposed CaCo2)). Positive control corresponds to lysed CaCo2. 

(n= 1 culture well for individuals SP and 2 to 5 for pool SP)   

d. TEER variation after 24h exposure to 50% SP from different pool (P1, P2) or individual SP (I1, I2, I3). 

EDTA is a positive control for junction break (n= 1 culture well for individuals SP and 2 to 6 for pool 

SP) (percentage of control TER (non-exposed cells)). 

e. Representative histology (H&E staining) and staining for CK20, ZO-1, E-cadherin and JAM-A of the 

colonic explants after 1h of culture in presence of 50% HIV+ SP from individuals donors. 

Magnification x 20. (n=7). 

Figure S2. Seminal plasma’s effects are not linked to viscosity.  

a. Viscosity of 10% SP, 50% SP, 10% methyl cellulose 0.17% and 50% methyl cellulose 0.17% was 

measured with a rheometer. Graph shows the shear stress behavior of different preparations 

according to time (S-1). 

b. Monocytes were exposed to 10 or 50% SP (SP) or 10 or 50% methyl cellulose 0.17% (Met Cell) for 

2h. Cells were stained with 7AAD and viable cells proportion was evaluated by flow cytometry. 

Results are expressed in relative percentage of viable cells to non-exposed cells (n=1 experiment). 

c/d. 800 000 monocytes and/or MDM were placed in the apical compartment of polarized CaCo2 cell 

culture insert for 2h in presence of (c) 10% or 50% SP (SP), 10% or 50% of a 0.17% methyl cellulose 

solution (Met Cell) with a viscosity similar to respectively 10% and 50% SP, (d) 10% SP from different 
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pool (P1, P2) or individual SP (I1, I2, I3) or HIV+ SP. Insert were extensively washed to remove non-

adherent cells. Adherent cells were counted by microscopic observation. Results are expressed as 

fold change compared to the number of adherent cells when exposed to medium alone (Panel c n=1, 

panel d n=4 to 5).  
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Figure 1. MDM and monocytes transmigrate across the human colonic epithelial barrier ex vivo and in vitro. 
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Figure 2. SP does not impact the colon epithelial barrier ex vivo and in vitro but decreases monocytes and MDM 

transmigration across CaCo2 colonic epithelium. 
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Figure 3 Monocytes and MDM adhesion to CaCo2 monolayer is decreased by SP. 
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Supplementary  

 

 

Figure S1. CaCo2 monolayer integrity and polarization and HIV+ SP effect on CaCo2 and explant model. 
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Figure S2. Seminal plasma’s effects are not linked to viscosity. 
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C. Résultats supplémentaires non inclus dans l’article 

Effet du liquide séminal sur la transmigration de macrophages à travers la 

barrière endométriale in vitro  

La transmigration de MDM à travers la barrière endométriale in vitro est diminuée 

par le liquide séminal (LS).  

 Afin d’évaluer si l’effet inhibiteur du LS sur la transmigration et l’adhésion des monocytes et 

macrophages à la barrière colorectale est spécifique au colon, nous avons réalisé des expériences de 

transmigration et d’adhésion de MDM sur une barrière épithéliale polarisée monostratifiée de 

cellules endométriales transformées HEC-1A. De plus, nous souhaitons comparer nos résultats à ceux 

de Lawrence et al. qui ont précédemment mis en évidence un effet inhibiteur du LS sur la 

transmigration de leucocytes sanguins à travers une monocouche polarisée de cellules endométriales  

(Lawrence et al., 2012). 

La polarisation et l’imperméabilité de la monocouche de cellules épithéliales HEC-1A ont été vérifiées 

avant les expériences de transmigration, ainsi que suite à une exposition au LS, grâce au suivi de la 

résistance trans-épithéliale (RTE), les cultures utilisées ayant une RTE comprise entre 120 et 200 

ohms.cm², et par test de perméabilité au dextran FITC (Fig 1a). Une exposition de la monocouche de 

cellules épithéliales à 10% et 50% de LS pendant 24h ne modifie pas la perméabilité de la barrière (Fig 

1a) et n’induit pas de cytotoxicité (Fig 1b). 

Nos résultats montrent qu’une exposition à 10% de LS induit une diminution significative de 47% de 

la transmigration de MDM à travers la monocouche de HEC-1A (p=0.0379) (Fig 2a). La condition 50% 

LS induit également une diminution de la transmigration des MDM, mais nécessitera d’être répétée 

(n=1). Les MDM infectés par VIH-1 sont capables de transmigrer à travers la barrière HEC1-A (Fig 2c). 

L’exposition à 10% de LS des MDM infectés par le VIH-1 induit également une inhibition de la 

transmigration de ces cellules (baisse non significative de 33% de la transmigration) (Fig 2b).   

 

L’adhésion des MDM à la barrière épithéliale endométriale est diminuée en 

présence de LS. 

L’adhésion des MDM à la monocouche HEC-1A est diminuée de 37% en présence de 10% de 

LS (Fig 3a). La condition 50% LS induit une diminution de l’adhésion des MDM plus importante, mais 

nécessitera d’être répétée (n=1). L’interprétation de l’effet du LS sur l’adhésion des MDM infectés 

VIH-1 à la barrière HEC-1A nécessitera d’augmenter le nombre de réplicats. Sur n=2, la capacité 
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d’adhésion à la barrière HEC-1A des MDM VIH-1+ du premier patient n’est pas altérée par 

l’exposition au LS. Pour le second patient, on observe un effet inhibiteur du LS sur l’adhésion des 

MDM VIH-1+ aux HEC1-A (Fig 3b). A noter, l’infection elle-même semble induire une baisse de leur 

capacité d’adhésion.   
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Discussion  

Dans cette partie, seuls les résultats supplémentaires seront discutés au regard de ceux 

présentés dans l’article 1.   

Afin d’évaluer si l’effet inhibiteur du LS sur la transmigration et l’adhésion des monocytes et 

MDM à la barrière colorectale est spécifique au colon, nous avons réalisé des expériences de 

transmigration et d’adhésion de MDM sur une barrière épithéliale polarisée monostratifiée de 

cellules endométriales transformées HEC-1A.  

Nous avons confirmé que les cellules myéloïdes, ici MDM, qui représentent la principale 

population de cellules cibles du VIH dans le sperme d’hommes infectés (Anderson et al., 2010a), 

transmigrent in vitro à travers une barrière intacte de HEC-1A. Bien que la transmigration survienne 

de façon systématique, la proportion de MDM à transmigrer est faible : 0.021 % après 24h de 

transmigration. Ce pourcentage de transmigration est environ dix fois en dessous de ceux décrits 

dans d’autres études utilisant un modèle épithélial similaire (Carreno et al., 2002; Lawrence et al., 

2012). Toutefois, dans ces études, les cellules transmigrantes sont soit des monocytes sanguins, soit 

une lignée monocytaire (THP1), ce qui pourrait expliquer les variations observées. 

Le LS inhibe significativement la transmigration des MDM à travers la barrière de HEC-1A. 

Lawrence et al. avait également montré une diminution LS-dépendante de la transmigration de 

lymphocytes et de monocytes sanguins à travers une barrière épithéliale endométriale HEC-1A 

(Lawrence et al., 2012). Ces résultats corroborent nos résultats sur CaCo2. Toutefois, l’effet du LS sur 

l’adhésion des MDM à la monocouche HEC-1A semble moins prononcé, l’adhésion des MDM aux 

CaCO2 en présence de 10% LS étant diminuée de 76% contre 37% avec les HEC-1A. Un niveau 

différentiel d’expression de molécules d’adhésion sur les CaCo2 et les HEC-1A pourrait expliquer ces 

différences.  

Pour comprendre l’effet inhibiteur du LS sur la transmigration des MDM à travers la 

monocouche de HEC-1A, nous avons recherché si le LS est capable de moduler l’adhésion de ces 

cellules aux cellules épithéliales. De manière similaire à ce que nous avions obtenu sur CaCo2, nous 

avons mis en évidence un effet inhibiteur du LS sur l’adhésion des MDM à la monocouche de HEC-1A. 

De façon surprenante, alors que le modèle épithélial utilisé est le même, nos résultats s’opposent à 

ceux de Lawrence et al, qui voient une augmentation de l’adhésion des monocytes et des 

lymphocytes aux HEC-1A en présence de LS (Lawrence et al., 2012). Dans les résultats présentés, il 

est à noter que la nature des cellules transmigrantes, les doses de LS testées et les temps 

d’exposition diffèrent (exposition 2h des MDM à 10% de LS dans notre étude contre 18h d’exposition 

des monocytes à 6% de LS pour Lawrence et al.). Toutefois, lorsque nous nous plaçons dans les 

mêmes conditions expérimentales que les auteurs (% LS, temps d’exposition), nous obtenons des 
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résultats similaires à savoir une inhibition de l’adhésion des leucocytes. Nous ne pouvons pas exclure 

que ces différences de résultats soient dues à la nature des cellules transmigrantes ou encore liées à 

des variations interindividuelles des LS constituant le pool.  

 

Pour conclure, ces résultats supplémentaires nous permettent d’attester d’un effet actif du 

plasma séminal sur la transmigration des monocytes et des MDM NI et infectés par le VIH à travers 

les barrières épithéliales muqueuses colorectale et endométriale. Les mécanismes sous-jacents 

restent à élucider, mais ces données ouvrent la voie à de nouvelles pistes de cibles thérapeutiques.  
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Figures

Fig 1 : Maintien de l’intégrité de la monocouche HEC-1A suite à l’exposition par du LS 

a. L’intégrité de la barrière épithéliale est mesurée par addition de Dextran-FITC 4kDa du coté apical des HEC-1A polarisées (fold 

change du passage de dextran dans le milieu basal par rapport au témoin (milieu basal avant l’ajout de dextran FITC) après 24h 

d’exposition à 10% et 50% de plasma séminal (LS) (n = 4 puits de culture pour les expositions à 0 et 10% LS et n=1 pour l’exposition 
50% LS). 

b. Mesure de la cytotoxicité après 24h d’exposition des HEC-1A à du milieu seul ou contenant 10% de LS (fold change du relargage 

de la LDH dans le milieu basal par rapport au témoin «0» (milieu basal de HEC-1A non exposées)) (n=2). 
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Fig 2 : Le LS diminue la transmigration des MDM à travers la monocouche épithéliale de HEC-1A 

a,b. Des MDM marqués au CFSE, exposés ou non au VIH, ont été placés du coté apical des cellules polarisées HEC-1A confluentes 

en présence ou non de plasma séminal (LS) à 10% et 50%. Après une incubation de 24h, les cellules marquées CFSE présentes dans 

le compartiment basal ont été comptées par observation microscopique. (a) Le graphique représente le fold change du nombre de 

cellules transmigrantes en présence de 10 ou 50% de LS par rapport à la transmigration en milieu seul. Chaque barre représente la 

moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes pour les conditions 0% et 10% et n=1 pour la condition 50% LS. (b) Le 

graphique représente le nombre de cellules transmigrantes récupérées dans le compartiment basal en présence ou non de 10% de 

LS. Chaque symbole représente 1 patient (n = 3). 

c. Après la transmigration, les monocouches de HEC-1A ont été fixées, marquées pour la p24 du VIH-1 (rouge) et analysées par 

microscopie confocale à un grossissement de 40X. Image représentative d’un z stack d’une couche de HEC-1A exposées à des 

macrophages marqués au CFSE en présence ou en absence de 10% de LS. Les noyaux cellulaires sont colorés au DAPI (bleu). Les 

MDM NI apparaissent vert (CFSE), les MDM infectés apparaissent jaunes. 
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Fig 3 : Le LS diminue l’adhésion des MDM à la monocouche épithéliale de HEC-1A 

a,b. Des MDM colorés au CFSE, exposés ou non au VIH, ont été placés du coté apical des cellules HEC-1A polarisées en présence 

ou non de plasma séminal (LS) à 10% et 50%. Après 2h d'incubation, les cellules non adhérentes sont retirées et l'insert 

abondamment lavé. L'immunomarquage p24 du VIH-1 (rouge) permet de discriminer les cellules infectées par le VIH-1 lorsque les 

HEC-1A ont été exposées aux MDM exposés au VIH-1. Les cellules adhérentes ont été comptées par observation microscopique. 

(a) Le graphique représente le fold change des niveaux d’adhésion en présence de 10 ou 50% de LS par rapport à l'adhésion en 

milieu seul. Chaque barre correspond à la moyenne +/- SEM. n=4 pour la condition 10% LS et n=1 pour la condition 50% LS.  (b) Le 

graphique représente le nombre de cellules adhérentes infectées (p24+) comptées sur une monocouche de HEC-1A en présence 

ou non de 10% de LS. Chaque symbole représente 1 patient (n = 2). 

 



126 

 

 

 

  



127 

 

 

II. CHAPITRE II - Caractérisation phénotypique et fonctionnelle 

des leucocytes séminaux et comparaison aux leucocytes 

sanguins 

A. Synthèse de l’article  

Objectifs et méthodologie  

Le but de cette étude est de caractériser les leucocytes séminaux humains au niveau 

fonctionnel en mesurant leur capacité de transmigration à travers une barrière épithéliale colorectale 

intacte, et au niveau phénotypique, par analyse en cytométrie de flux de leur particularité au regard 

des leucocytes sanguins ainsi que leur similitude notamment concernant leur équipement en terme 

de (co)-récepteurs à l’entrée pour le VIH-1 et de molécules d’adhésion. Nous avons également initié 

leur comparaison aux leucocytes séminaux de patients séropositifs, non traités par ARV. Enfin, 

puisque les leucocytes dérivés du sang sont communément utilisés pour l’étude des mécanismes de 

transmission virale par les cellules infectées, nous avons évalué si une exposition des leucocytes 

sanguins au liquide séminal (LS) induisait un changement de leur phénotype vers un phénotype plus 

proche de celui des leucocytes séminaux.   

La transmigration de leucocytes séminaux a été évaluée dans un modèle ex vivo d’explants 

de tissu colorectal humain permettant de se rapprocher au maximum des conditions in vivo. La face 

apicale des explants colorectaux a été exposée aux cellules séminales « rondes » (marquées CFSE) 

préalablement isolées sur gradient PureSperm. La transmigration de cellules séminales ainsi que la 

nature des cellules transmigrantes à travers l’épithélium ont été recherchées par microscopie 

confocale.  

La caractérisation des monocytes, macrophages et lymphocytes repose sur différents panels 

anticorps comportant des marqueurs phénotypiques, d’activation, d’origine muqueuse, des 

récepteurs aux chimiokines ainsi que des marqueurs des co-recépteurs du VIH et des molécules 

d’adhésion. Ces cellules sont spécifiquement étudiées de fait de leur présence dans le sperme et de 

leur statut de cellules cibles pour le VIH-1. 

Dans le cadre de ce projet, nous prévoyons le recrutement de 30 patients VIH+ naïfs de 

traitement. A ce jour 9 patients ont été recrutés.  

Résultats et discussion  



128 

 

 

Nos résultats montrent pour la première fois le passage rapide (dès 1h) par transmigration de 

macrophages et lymphocytes T séminaux à travers une barrière colorectale intacte ex vivo.  

Les monocytes/macrophages séminaux présentent un phénotype plutôt de type M2, avec 

une proportion importante de cellules exprimant CD163 et CD206. Nos résultats préliminaires sur 

cellules séminales de patients VIH+ révèlent une augmentation des populations de cellules exprimant 

les marqueurs de macrophages M1, CD80 et CD86, ce qui pourrait indiquer que l’infection des 

cellules séminales puisse induire un changement vers un phénotype de type M1. Un plus grand 

nombre de donneurs VIH+ sera néanmoins nécessaire pour confirmer cette observation. Les 

proportions de cellules positives pour les différents récepteurs aux chimiokines évalués, incluant les 

co-recépteurs du VIH CXCR4 et CCR5, diffèrent entre les populations séminales et sanguines. Le 

pourcentage de monocytes/macrophages séminaux exprimant CCR5 est plus faible que dans la 

population de monocytes sanguins, mais plus haut que dans la population de MDM. Par ailleurs, le 

nombre de cellules exprimant CCR5 semble plus important dans le sperme de patients séropositifs 

que dans le sperme de patients non infectés. En cela, nos résultats diffèrent de ce qui a été observé 

chez le macaque (Bernard-Stoecklin et al., 2014). Par ailleurs, les proportions de cellules positives 

pour les autres récepteurs, CXCR4, CCR2 et CX3CR1 se rapprochent de celles des MDM. Comme les 

souches R5 sont les souches de virus préférentiellement transmises par voie sexuelle, nous avons 

évalué si la population de monocytes/macrophages séminaux CCR5+ présentait un phénotype 

particulier. Nos données montrent que le phénotype de ces cellules CCR5+ est similaire au phénotype 

de la population générale des monocytes/macrophages séminaux. Enfin, nous avons montré que les 

cellules séminales, au même titre que les monocytes et macrophages sanguins étaient hautement 

équipées en molécules d’adhésion (LFA-1, Mac-1 et p150,95). Cela constitue un argument en faveur 

d’un rôle de ces cellules dans la transmission muqueuse du VIH-1 par transmigration. Au vu de 

l’ensemble de ces résultats, nous estimons que la population de monocytes/macrophages séminaux 

constitue une population bien distincte des monocytes et macrophages sanguins.  

Nous nous sommes également intéressés à la caractérisation des lymphocytes T CD4 

séminaux, autre population cible du VIH-1. Nous avons mis en évidence que contrairement au 

compartiment sanguin, la majorité des lymphocytes T CD4 séminaux présente un phénotype 

mémoire, ce qui d’après la littérature les rend particulièrement sensibles à l’infection VIH-1. Une très 

grande majorité d’entre eux expriment aussi le marqueur d’activation CD69. Par ailleurs, nos 

résultats nous amènent à penser que selon les donneurs, les lymphocytes retrouvés dans le sperme 

ont une origine différente puisque les proportions de cellules exprimant CD103, un marqueur 

muqueux, diffèrent grandement entre les donneurs. Enfin, comme les monocytes/macrophages, les 
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lymphocytes séminaux sont eux aussi hautement équipés en molécules d’adhésion puisqu’ils 

expriment les molécules LFA-1, Mac1 et α4β7.  

Par ailleurs, nous avons constaté qu’une exposition courte au LS n’engendrait pas de 

modification sur le phénotype des cellules sanguines.  

Conclusion  

Grâce à ce travail, nous avons pu montrer que, au même titre que les cellules sanguines comme 

il est rapporté dans le chapitre I de ce manuscrit, les monocytes/macrophages et les lymphocytes T 

séminaux sont capables de traverser de façon active et rapide la barrière épithéliale colorectale. Par 

ailleurs, la caractérisation des cellules séminales et leur comparaison aux cellules sanguines et 

séminales de patients VIH+ nécessitera des expériences complémentaires. Il est nécessaire 

d’augmenter le nombre de donneurs analysés, particulièrement celui des donneurs séropositifs, en 

vu de dégager de potentiels effets significatifs de l’infection. D’autre part, une caractérisation plus 

fine au niveau transcriptomique devrait débuter prochainement afin de compléter la caractérisation 

des cellules (technique DGE-Seq). Enfin, une limite majeure de notre étude est l’absence des données 

de densité antigénique, ce qui rend compliqué la comparaison fine des différents types cellulaires. 

Les prochains donneurs inclus  permettront cette analyse.   
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B. Human Seminal leukocytes phenotypical and functional 

characterization (Article 2) 
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Introduction 

In 2017, 1.8 million people became newly infected with HIV worldwide (onusida), the 

majority through exposure to infected semen. While oral pre-exposure prophylaxis based on the 

uptake of antiretroviral pills efficiently reduces HIV-1 sexual transmission (Cardo et al., 1997), this 

prevention strategy has cost and compliance issues. Deciphering the mechanisms of HIV transmission 

and establishing pre-clinical models is of prime importance for the development of vaccines or novel 

local agents to prevent mucosal transmission. So far, most attempts to develop HIV vaccines and 

microbicides have focused on blocking cell-free virus transmission. However, in the semen of HIV 

infected individuals, the virus is present both as free viral particles in the seminal fluid and within 

infected cells. Infected seminal macrophages and T lymphocytes are highly infectious in vitro (Quayle 

J Inf dis, 1997). Semen cells comprise about 20-30 % of monocytes/macrophages and 5 % T 

lymphocytes (Politch et al., 2014; Smith et al., 1989; Wallach and Wolff, 1995). An increase in semen 

leukocytes above 106 cells/ml (called leukocytospermia) occurs as many as 24% of HIV-infected men 

(Anderson et al., 2010). This increase is associated with a high degree of semen infectiousness 

(Politch et al., 2009).   

A number of recent in vitro, ex vivo and in vivo studies using blood/spleen-derived leukocytes 

as surrogates for seminal cells in ano-genital models have demonstrated transmigration of infected 

cells through the mucosal barrier, and found cell-associated transmission of HIV/SIV to be more 

efficient than cell free virus transmission  (Chancey et al., 2006; Van Herrewege et al., 2007; 

Kolodkin-Gal et al., 2013; Salle et al., 2010). This suggests that CA transmission may be of prime 

importance for HIV dissemination (Anderson, 2014; Frouard et al., 2018). However, whether blood-

derived leukocytes accurately mimic seminal leukocytes is unknown. We demonstrated that infected 

cells in semen from SIV-infected macaques have a mucosal origin and are released from various 
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genital organs (Bernard-Stoecklin et al., 2013; Houzet et al., 2018). Furthermore, seminal plasma 

contains a rich variety of bioactive cytokines, chemokines, growth factors, prostaglandins, and other 

immunomodulatory mediators that can potentially affect the viability, phenotype and functions of 

leukocytes (Doncel et al., 2014). Because of their mucosal origin and bathing in seminal plasma, 

seminal leukocytes might be phenotypically and functionally distinct from the blood-derived 

leukocytes used in the absence of seminal plasma in the bulk of HIV/SIV transmission studies. 

Moreover, although HIV infects male genital organs and modifies the cytokines and microbiota 

content of seminal plasma (Camus et al., 2016; Liu et al., 2014; Le Tortorec and Dejucq-Rainsford, 

2010a, 2010b), the influence of HIV-1 infection on the phenotype of human seminal leukocytes has 

never been investigated. It is therefore crucial for our understanding of CA transmission to assess to 

what extent seminal leukocytes from HIV-infected men share phenotypic and functional 

characteristics with blood-derived leukocytes. 

Here, we characterized the monocytes/macrophages and CD4+ T lymphocytes populations 

present in semen of HIV-infected versus non-infected men and compared them to blood-derived 

leukocytes using multi-parameter flow cytometry. In particular, to evaluate the contribution of 

seminal leukocytes to the sexual transmission of HIV-1, we examined the cell surface expression of 

HIV-1 receptors and molecules involved in adhesion and migration mechanisms. Since blood-derived 

cells are commonly used for CA transmission assay, we evaluated whether an exposure of blood-

derived cells to seminal plasma can induce a “shift” of cell’s phenotype toward a phenotype closer to 

that of seminal cells. Finally, we demonstrated that seminal monocytes/macrophages and T 

lymphocytes are able to transmigrate through an intact columnar mucosal epithelium ex vivo.  
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Material & Methods 

Volunteer recruitment and semen sample collection 

Semen from HIV-negative leukocytospermic men (polymorphonuclear cell count above 1 

million cell/ ml) was obtained via the center for the cryopreservation of ‘eggs and semen’ (CECOS) of 

Rennes, in respect to consent of the patients and authorized by Ethics Committee Ouest V, Rennes, 

France (authorization DC-2016-2783). Semen from antiretroviral therapy-naive HIV-infected was 

obtained within the framework of a research protocol authorized by the “Centre de Protection des 

Personnes Sud-Ouest et Outre-mer II” (CPP) (protocol RC31/16/8193) and Ethics Committee Ouest V, 

Rennes, France (authorization DC-2016-2783). Ejaculates were collected in sterile specimen 

container following voluntary self-masturbation and were liquefied for 30 min at 37°C before use. 

Seminal plasma (SP) from 30 healthy donors was recovered following centrifugation at 1000g for 10 

min at room temperature, pooled, and aliquots stored at -80°C.  

Cell isolation from semen 

All semen samples were processed within 2–4 h after donation. Seminal round cells were 

isolated after puresperm 40/80 gradient centrifugation at 800xg for 30 minutes (Nidacon) according 

to manufacturer’s instructions. The cellular fraction was then washed in RPMI 1640 medium (Gibco) 

and the total number of round cells was enumerated by Malassez counting.   

Blood monocytes, macrophages and lymphocytes isolation and seminal plasma exposure 

Monocytes were purified from ficoll-density centrifuged peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) by CD14 negative selection (MACS Miltenyi Biotec, Auburn, CA) according to manufacturer’s 

instructions. Monocytes were either directly used or derived into macrophages (MDM for monocytes 

derived macrophages) by M-CSF (50 ng/ml) (Miltenyi Biotech) treatment for 6 days in RPMI 1640 

medium supplemented with 2 mM glutamine, 10% fetal calf serum (FCS) (EurobioAbCys), 100 IU/ml 

penicillin and 100 μg/ml streptomycin (complete medium). CD4+ T lymphocytes were purified from 

PHA/IL2-stimulated PBMC by negative selection (Dynabeads Untouched Human CD4; Life 

Technologies, Carlsbad, California, USA) and then stimulated with IL-2 (5 ng/ml) in complete medium 

for 24 h before use. 

For seminal plasma exposure experiments, blood cells (monocytes, MDM and CD4+ T Lymphocytes) 

at 1.106 cells/mL in complete medium were exposed or not for 2h to 10% SP. Cells were then washed 

in phosphate buffered saline (PBS, pH 7.6) and stained for cytometry analysis, as described in the 

following paragraph.  
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Multi parametric flow-cytometric experiments 

All antibodies were pre-titered to determine optimal staining amounts. For blood cells, Fc 

receptors were saturated before staining with 0.25µg/mL Fc block solution (BD Bioscience) for 10 

min at RT. Amine-reactive red-orange dye (FVS620, BD Biosciences) was used to assess cell viability 

and to exclude dead cells from the analysis. Cells were stained for 30 min at 4°C with monoclonal 

fluorescent-dye conjugated antibodies, washed in PBS/1% fetal calf serum (FCS) and fixed in 

paraformaldehyde 1% PBS. Four different antibodies panels were used (supplementary material and 

methods S1). Corresponding isotype controls for all antibodies were validated at the same 

concentrations as the reference antibody. Acquisition was performed on a BD LSR Fortessa X-20 

machine (BD Bioscience) equipped with four lasers (488, 561, 640 and 405nm). Diva software (BD 

Bioscience) was used for analyses. 

Human colonic tissue ex vivo culture and transmigration assay 

Colon specimens were obtained from patients undergoing colon resection for cancer or 

diverticulitis and provided by the “anatomo-cytophathology department” of Pontchaillou Hospital 

and approved by the Ethics Committee Ouest V, Rennes, France (authorization DC-2016-2783). 

Normal parts of resected tissues were processed within one hour after excision. After intensive 

washes, small fragments of 8 mm diameter including the epithelium and the submucosa were cut 

using a biopsy punch (Kai, Laboderm), and the tissue fragments were placed on a semi permeable 

transwell (3µm pore size, polycarbonate membrane, Falcon) with the submucosa facing the 

transwell. The tissue fragment was surrounded by agarose 3% and a polystyrene cylinder (I.D.H 

4.7mm8 mm, Sigma–Aldrich, St. Louis, MO) was sealed with veterinary glue (3M Vetbond, St. Paul, 

MN) onto the apical surface of the mucosa to avoid leakage. Specimen were placed in a 12-well 

plate, containing 0,6mL of RPMI 1640 medium supplemented with 10% FCS, 100 U/ml 

penicillin/streptomycin, 1% glutamine, 1% Non-Essential Amino Acid, 1% Na-pyruvate, 1% HEPES 

buffer 1M (colon complete medium). 1.106 CFSE-stained seminal cells (total round cells population) 

in 100µl colon complete medium were added into the polyester cylinder on the apical side of the 

mucosa for transmigration assay for 1h. After abundant rinse with PBS, tissues were fixed in 4% PFA 

overnight and embedded in paraffin. The maintenance of the colonic epithelium integrity over the 

transmigration assay was assessed by immunostaining for ZO-1, E-cadherin and JAM-A adhesion 

molecules, as well as by the lack of 4kDa FITC Dextran beads passage across the epithelia, as 

previously described (Frouard et al, in preparation). 

Immunofluorescent staining 

Paraffin sections (5µm thickness) were deparaffinized, rehydrated, and incubated in an 

antigen-retrieval solution (10 mmol/L citrate, pH 6) for 40 minutes at 80°C followed by 15 min at RT. 
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Slides were saturated in 5% BSA tris buffer saline (TBS, pH 7.6)  for 2h, and then incubated in a humid 

chamber with anti-CD68 (KP1, Dako, 2µg/mL), anti-CD163 (NCL, Leica, 0.5µg/mL) and anti-CD3 (SP7, 

Thermoscientific, 1µg/mL) antibodies or appropriate isotype controls in diluent Dako solution (Dako) 

at 4°C overnight. Slides were washed with 0.05% Tween 20 (Sigma-Aldrich) PBS before incubation 

with secondary antibody, Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG for CD68/CD163 or Alexa Fluo 633 

goat anti-rabbit IgG (10µg/mL Life Technology) for CD3, in diluent Dako solution (Dako) for 30 

minutes at room temperature. Slides were washed with PBS and mounted in ProLongTM Gold 

Antifade Mountant medium with Dapi (Invitrogen).   

 

Statistical analysis 

Data were analyzed with nonparametric Mann-Whitney U test. Bonferroni’s correction was 

applied for comparison between non-infected seminal cells, infected seminal cells, blood monocytes 

and MDM. Values were considered significant when P was less than 0.05/k (k= number of tests). 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6 software.  
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Results  

Human seminal leukocytes transmigrate across the intact epithelium of human colonic 

mucosa ex vivo  

To evaluate the potential of seminal leukocytes to penetrate the colonic epithelial layer, we 

used the polarized human colonic mucosa culture model that we previously developed (Frouard et 

al., (in preparation) 2018). CFSE-stained seminal cells added to the apical side of the colonic mucosa 

were observed within 1h post exposure in the sub-epithelial layer by fluorescent microscopy, 

indicating their ability to rapidly transmigrate through the colonic epithelium (figure 1). The integrity 

of the colorectal barrier over the transmigration assay duration was verified by the absence of 4kDA 

FITC beads passage across the epithelia and the maintenance of the expression of the ZO-1, E-

Cadherin and JAM-A adhesion molecules) (Frouard et al., (in preparation) 2018). Immunostaining 

with CD3 and CD68/CD163 demonstrated that both seminal T-lymphocytes and 

monocytes/macrophages transmigrated across the colonic barrier (Fig 1a and b, respectively).  These 

data indicate that both seminal macrophages and T lymphocytes have the ability to rapidly 

transmigrate through an intact columnar epithelium.   

 

Donors’ semen characteristics  

Semen samples from 3 antiretroviral treatment naïve HIV-1-infected (HIV+) men and 12 non-

infected (NI) men were analyzed. As expected, the number of CD45+ leukocytes/ml of semen was 

variable among individuals (median 3.1 x 106, range 0.7 -3.1 x 106 for HIV+ men and median 2.6 x 106, 

range 0.1 – 41.4 x 106 for NI), irrespective of HIV-1 infection (Table 1). Among the CD45+ leukocytes, 

HLA-DR+CD14+ myeloid cells represented a median of 22 % (range 11-37%) for HIV+ and 26% for NI 

(range 4,8-86%). CD3+ T lymphocytes represented a median of 11.5% (range 3,3-72%) for HIV+ and 

1.2% (range 0,2-47%) for NI.  Of note one HIV-1 donor (HIV+ 2) had an unusually high proportion of T 

lymphocytes in semen. The low number of CD3+ T lymphocytes in semen restricted the phenotypical 

analysis of seminal lymphocytes to 2 HIV+ donors (donor HIV+ 1 and HIV+ 2) and to 5 NI donors (NI 

2,3,9,10,11).   
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Seminal monocytes/macrophages phenotype 

We used a panel of antibodies to phenotype seminal myeloid cells in HIV+ and NI donors. 

Because they are widely used in CA transmission studies, blood monocytes and blood-derived 

macrophages were submitted to the same panel of antibodies for comparison of surface expression 

of a selection of phenotypic markers, adhesion molecules and chemokine receptors, including HIV co-

receptors.   

CD163 and CD206 are considered part of the “anti-inflammatory” M2 tissue macrophages 

markers. CD163 was expressed by a median of 100% (range 21-100%) of seminal myeloid cells from 

HIV+ donors and by a median of 85% (range 25-99%) of seminal myeloid cells from NI donors, while it 

was expressed by a median of 76 % (range 25-100%) of blood monocytes and a median of 77%  

(range 34-94%) of blood-derived MDM. CD206 was expressed by a median of 100% of seminal 

myeloid cells from HIV+ donors and by a median of 89% (range 1.7-100%) of seminal myeloid cells 

from NI donors, while it was expressed by a median of 56 % (range 1-81%) of blood monocytes and a 

median of 94%  (range 68-100%) of blood-derived MDM (Figure 2a). 

CD80 and CD86 are part of the “pro-inflammatory” M1 macrophages markers. CD80 was 

expressed by a median of 100% of seminal myeloid cells from HIV+ donors and by a median of 17% 

(range 1-100%) of seminal myeloid cells from NI donors, whereas they were expressed by a median 

of 27 % (range 0-49%) of blood monocytes and a median of 4% (range 0-91%) of blood-derived MDM 

(Figure 2a).  

Overall, although the percentage of monocytes/macrophages expressing this four markers 

was heterogeneous among donors, seminal monocytes/macrophages phenotype from NI patients 

showed a tendency towards a more M2 -like phenotype, with an important proportion of cells 

expressing CD163 and CD206 (median 85% and 89% respectively), and a low proportion of cells 

expressing CD80 (median 17%). Interestingly, infection with HIV-1 resulted in a significant and 

massive increase of the proportion of CD80+ cells among seminal monocytes/macrophages (median: 

100%). Although already high, the proportion of CD206 and CD86 + seminal monocytes/macrophages 

was also significantly increased in HIV-infected donors. These preliminary data suggest that HIV 

infection might upregulate expression of these markers, but this will need to be confirmed with 

additional HIV patients.  

LFA-1, Mac-1, CD11c and CD103 (also known as Integrin a-E or ITAE) play a key role in 

leukocytes adhesion to epithelial cells and migration through mucosal barrier. Moreover, LFA-1 is an 

important component of the virological synapse, which mediates the efficient cell-to-cell 

transmission of HIV-1 (Jolly et al., 2004; Rudnicka et al., 2009). LFA-1 is a heterodimer formed by the 
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a-chain CD11a and the b-chain CD18, while Mac-1 is a heterodimer composed of the a-chain CD11b 

and the b-chain CD18. For all patients, most seminal monocytes/macrophages expressed LFA-1, Mac-

1 and CD11c, as did blood MDM. In contrast, the proportion of LFA1 and CD11c + blood monocytes 

was markedly different among patients, with two patterns, i.e. patients with a very high proportion 

of LFA1 and CD11c + monocytes, and patients with an intermediate proportion of monocytes 

expressing these 2 markers (30 and 58%, respectively) (Figure 2b).  CD103 was expressed by a 

median of 11,5% of seminal monocytes/macrophages, whereas only 3% of blood monocytes and 

1,6% of MDM expressed this marker, as described (Cresswell et al., 2001). Within the small number 

of patients analyzed, HIV-1 infection did not significantly change the expression of these 4 integrins.  

CCR2 and CX3CR1 are two chemokines receptors involved in adhesion and migration of 

monocytes (McCausland et al., 2015). Whereas the amount of CCR2 positive seminal 

monocytes/macrophages in NI donor was relatively low and homogenous between patients (except 

for 1 donor), the percentage of CX3CR1 positive monocytes/macrophages was very heterogeneous 

between donors, varying from 3 to 95% (median 23%) (Figure 2c). Regarding these 2 markers, 

seminal monocytes/ macrophages displayed a phenotype closer to blood MDM than to blood 

monocytes, which were almost all positive for CCR2 and CX3CR1 (median 81% and 97% respectively). 

The proportion of CCR2 and CX3CR1 + monocytes/macrophages did not significantly differ in HIV-

infected semen. These results needs to be confirmed by the analysis of additional semen donors.  

Finally, we studied the membrane expression of CCR5 and CXCR4, the two major co-

receptors for HIV which are also involved in chemoattraction (Figure 2c). Whether in blood or semen, 

monocytes/macrophage surface expression of CCR5 and CXCR4 was highly heterogeneous among 

patients, ranging from 0 to 100% expression. Interestingly, despite this expression heterogeneity, the 

proportion of CCR5+ monocytes/macrophages was significantly lower in semen (median 32%, range 

2-98) than in blood MDM (median 77.5%, range 12-100), and appeared closer to blood monocytes 

(median 7%, range 0-83). In 2 out of the 3 HIV+ patients, most seminal monocytes/ macrophages 

expressed CCR5 or CXCR4, but the small number of patients did not allow reaching significance 

(Figure 2c). Within the CCR5+ seminal monocyte/macrophage population, a majority of cell 

expressed CD163 (median 98.75%, range 91-100) and CD86 (median 100%), whereas only a small 

proportion of cells expressed CD80, CCR2, CXCR3, similarly to the general population of seminal 

monocytes/macrophages. In the two HIV patients with CCR5+ cells, all the CCR5+ population was  

positive for CD163, CD206, CD80 and CD86. In one patient, CCR5+ cells were positive for CXCR4, 

CCR2 and CX3CR1 whereas in another patient CCR5+ cells were mostly negative for these molecules 

(Figure 2d).    
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Semen T CD4 lymphocytes phenotype 

We identified different subsets of CD4+ T lymphocytes based on their expression of CCR7 and 

CD45Ra. As expected, blood CD4+ T lymphocytes were mainly naïve (CCR7+ CD45Ra+, median 50%) 

and central memory (CCR7+ CD45Ra-, median 50%) T cells, whereas no effector memory (CCR7- 

CD45Ra-) or terminally differentiated CD4+ T cells (CCR7- CD45Ra+) were detected. In contrast, in 

semen, the majority (median of 60%) of CD4+ T lymphocytes had an effector memory phenotype and 

a median of 32% had a central memory phenotype. Interestingly, memory CD4+ T cells are HIV 

preferential targets and the main producers of viral particles (Brenchley et al., 2004; Mattapallil et 

al., 2005; Veazey et al., 2000). There were very few terminally differentiated CD4+ T cells in both 

semen and blood (Figure 3a).  

In line with these results, the proportion of activated CD69+ CD4+ T cells was significantly 

higher in semen than in  blood (median: 78.6% and 26%, respectively). CCR6, a marker of Th17 also 

expressed on subsets of effector and memory T cells, was detected on a small proportion of semen 

(median of 17%) and blood (median of 35%) T lymphocytes. Interestingly, the mucosal marker CD103 

(also known as ITAE) showed a very heterogeneous expression among semen donors, labelling from 

0 to 100% of CD4+ T lymphocytes, suggesting distinct origin for seminal lymphocytes between 

donors. As expected, blood lymphocytes lacked CD103 on their surface (Figure 3b). 

The frequency of expression of HIV co-receptors CCR5 and CXCR4 on seminal CD4 + T 

lymphocytes was heterogeneous between patients, ranging from 0 % to 60% (median 40%) for CCR5, 

and from 15% to 56% (median 33%)  for CXCR4, the latter being significantly lower than for blood 

lymphocytes (median 100%). Interestingly, the seminal CD4+ T lymphocytes from the two HIV-1 

donors analyzed did not express CXCR4, suggesting that HIV infection might downregulate its 

expression of this marker (Figure 3c).  

All seminal CD4 T lymphocytes expressed the adhesion molecule LFA-1 at their surface, 

similarly to blood CD4+ T lymphocytes. The frequency of cell surface expression of the integrins Mac-

1 and a4b7 (the latter present on gut homing mucosal T lymphocytes) on the surface of seminal CD4+ 

T lymphocytes differed between the 3 donors tested, with a 100% expression in 2 donors and a 

markedly lower expression in a third donor (22% expression for MAC-1 and absence of expression for 

a4b7). This suggests a mucosal origin for T lymphocytes in semen in a subset of donors (Figure 3d).  
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Lack of impact of SP exposure on the expression of selected blood cell markers 

To evaluate whether semen compounds may modify the surface expression of the markers 

analyzed above on blood leukocytes, we exposed for 2h blood monocytes, macrophages and T 

lymphocytes to seminal plasma from NI donors. There was no significant change in the surface 

expression of any of the surface molecules tested (Figure 4), albeit CCR5 expression on monocytes 

showed a tendency to increase.  
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Discussion  

 

We report here the phenotypical and functional characterization of human seminal 

monocytes/macrophages and CD4 T lymphocytes and their comparison with blood cells. We 

demonstrated the rapid transmigration, as soon as 1h, of seminal macrophages and T lymphocytes 

across colonic epithelium ex vivo. This transmigration ability seems to be similar to that of blood cells 

(Frouard et al., in preparation). As blood cells are largely use as surrogate to seminal cells which are 

more difficult to obtain, an overview of the phenotype of each of these cell populations is needed to 

determine their similarities and their differences. Because HIV infection can lead to leukocytes 

phenotype modification, it is important to take into account this factor and thus the seminal cell 

phenotype of HIV + and HIV- patients was compared.      

We observed variable numbers of leukocytes in semen between donors in both NI and HIV-infected 

men, in line with observations in semen from SIV-infected macaques (Bernard-Stoecklin et al., 2013). 

However, we should note that there is a bias in the selection of NI donors because we selected 

samples containing more than 0,5.106 round cells/ml to ensure sufficient leukocytes number for 

downstream experiments.   

Our study focused on the monocytes/macrophages and CD4 T lymphocyte seminal 

populations, the two main HIV target cell types present in the semen, whereas DC are only scarcely 

found in human semen (Duan et al., 2014). Seminal monocytes/macrophages and T lymphocytes 

from HIV-infected men have been found to contain HIV DNA and to transmit HIV infection to 

reporter cells in vitro (Quayle et al., 1997). They are therefore major candidates for cell associated 

virus transmission. Moreover, it has been reported that a higher proportion of HIV infected men 

present leukocytospermia than NI men (as many as 24% of HIV infected men compared with 5–10% 

of healthy non-HIV-infected men) (for review (Anderson et al., 2010)). This underlines the 

importance of not neglecting these cells.  

In our study we characterized and compared leukocytes isolated from semen just after and 

up to 4 hours post-ejaculation as well as blood macrophages derived monocytes (MDM), monocytes 

and blood CD4 T lymphocytes. Blood cells were prepared in accordance with studies using blood 

derived leukocytes in cell-associated transmission model. Blood MDM were differentiated into “M0” 

macrophages since other teams demonstrated transmigration using these cells (Carreno et al., 2002; 

Tugizov et al., 2011). CD4 T lymphocytes were activated by phytohaemagglutinin and IL2 exposure, a 

condition matching that used by Lawrence et al., and Kolodkin et al., to show transmigration of T 

cells in an in vitro model of endometrial cells HEC-1 and an ex vivo colorectal model, respectively 

(Kolodkin-Gal et al., 2013; Lawrence et al., 2012).  
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We first characterized the seminal monocytes/macrophage phenotype. CD163 and CD206 

are classical marker use to identified M2 subtype macrophages, described in tissues and involved in 

maintaining and balancing the microenvironment (Cassol et al., 2010). They present an anti-

inflammatory profile, as opposed to M1 macrophages, which are pro inflammatory and those main 

markers are CD80 and CD86. Seminal cells from NI donors displayed a heterogeneous phenotype 

among donors in terms of CD163/CD206 and CD80/CD86 expression, but overall showed a tendency 

toward M2-like phenotype. In contrast to NI donors, seminal monocytes/macrophages from the 3 

HIV-infected donors tested were all positive for CD80 and CD86. Because HIV infection induces 

macrophages differentiation toward a M1 phenotype in vitro (Cassol et al., 2010; Chihara et al., 

2012), it would be tempting to speculate that at least part of these cells were infected and produced 

specific cytokines leading to an M1 switch of the cell population. However, a down regulation of 

typical M2 markers (e.g. CD206 and CD163) induced by HIV infection has been reported (Porcheray 

et al., 2006), whereas no significant difference between NI and HIV-infected samples were observed. 

All the studies describing an effect of HIV infection on the cell phenotype were performed using 

blood cells (Chihara et al., 2012; McCausland et al., 2015; Nabatanzi et al., 2018; Porcheray et al., 

2006), which may explain why the same phenotypic changes were not observed for seminal cells. In 

our experimental design, a marker of infection could not be included in our antibody panels due to 

restriction in cell number and color channels available for flow cytometry , and therefore it is 

unknown whether these cells were infected or not. The percentage of seminal 

monocytes/macrophages positive for CCR5 was lower in semen than in blood monocytes but higher 

than in blood derived macrophages. CCR5 positive cells among infected donor’s samples appeared to 

be more frequent than among NI donors, but this will need to be confirmed with additional donors. 

Unlike our results, in macaques’ semen, a high proportion of monocytes/macrophages expressed 

CCR5 (around 70% of cells) independently of the infection status (Bernard-Stoecklin et al., 2013). This 

highlights the precautions to be taken regarding the use of macaque cells to mimic human cells. 

Interestingly, we have also highlighted that the population of monocytes/macrophages expressing 

the chemokine receptors CCR2, CXCR4 and CX3CR1 are systematically less numerous amongst 

seminal cells than amongst blood monocytes. Regarding these markers, seminal 

monocytes/macrophages appear closer to blood-derived macrophages. Of note, CXCR4+ cells were 

more numerous in infected macaques’ semen compared to uninfected ones, although their 

proportion remained very low (3%) (Bernard-Stoecklin et al., 2013). In our case, we observed a higher 

proportion of positive CXCR4 cells (43%) than in the macaque model, but the low number of HIV-

infected donors analyzed did not permit a reliable comparison. The lower equipment of seminal cells 

compared to blood monocytes in terms of chemokine receptors may impact their ability to be 

chemo-attracted. The higher level of chemokine receptors expression by blood monocytes is in line 
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with their function as circulating cells which can be recruited to specific sites during inflammation, in 

contrast to seminal monocytes/macrophages retained in genital organs. Similarly to blood 

monocytes and blood-derived macrophages, seminal monocytes/macrophages are well equipped for 

adhesion processes. Indeed, seminal monocytes/macrophages were all positive for LFA-1, Mac-1 and 

p150,95 (CD18/CD11c), irrespective of the infection status of the donors. This differs from chronically 

infected macaques seminal cells, where SIV infection decreased the proportion of positive cells for 

LFA-1 and up regulated Mac-1 expression (Bernard-Stoecklin et al., 2013). Again, further HIV-infected 

donors will need to be analyzed in order to compare. Overall, the high percentage of positive cells for 

adhesion molecules in human seminal monocytes/macrophages provides support for a role of HIV CA 

transmission. Because R5 virus are selectively transmitted after sexual intercourse (Margolis and 

Shattock, 2006), we focused on CCR5+ which displayed the same expression profile for all markers as 

the general population of seminal monocytes/macrophages. From our data, it appears that, as 

expected, seminal cells differ from blood cells on several aspects (phenotypical marker, chemokines 

receptor). The analysis of other patients will be crucial to validate or not the trends observed.  

 

Because of their importance for HIV transmission, we next focused on T CD4 lymphocytes, 

which are normally present in semen in much lower proportion than monocytes/macrophages. The 

proportion of CD4+ T lymphocytes in semen was highly variable, especially among HIV+ donors 

(between 0,2 and 7% of total round cell population). Increased number of T cells may reflect genital 

inflammation, for instance caused by co-infections. In order to evaluate if, in fact, this high number of 

lymphocytes is due to a co-infection, a research of some common pathogens and viruses 

(Mycoplasma Genitalium, Trichomonas Vaginalis, Neisseria Gonorrhoeae, Chlamydia Trachomatis, 

Hepers-Simplex-Virus-2 and Cytomegalovirus) will be done on each donor seminal plasma sample.  

For most donors, the quantity of T lymphocytes in semen was below the flow cytometry detection 

threshold, thus limiting their study. In the donors who could be analyzed, we identified 2 subsets of 

seminal CD4 lymphocytes: effector memory and central memory. These memory cells were 

described to be more susceptible to infection than naïve cells and thus can constitute potent HIV 

Trojan horse during CA transmission (Rodriguez-Garcia et al., 2014). In contrast, no effector memory 

CD4+ T cells were recovered from blood and half of blood CD4+ T lymphocytes had a naïve 

phenotype, thus significantly differing from those of semen. These proportions in blood cells are in 

accordance with literature data (Okada et al., 2008). Semen T lymphocytes had a more activated 

phenotype than those in blood. Specifically, the early activation marker CD69 was more frequently 

expressed amongst semen lymphocytes than blood lymphocytes (mean 78% vs 26%). This higher 

expression of CD69, associated with other activation markers (CD25 and HLA-DR) was described as a 

profile typical of resident mucosal T cells (Prakash et al., 2001). In agreement, blood CD4+ T 
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lymphocytes did not express the mucosal marker CD103, whereas a high heterogeneity in the 

proportion of positive T lymphocytes was observed in semen (from 0 to 100% of cells expressed 

CD103). Thus it appears that at least a fraction of seminal CD4+ T lymphocytes have a mucosal origin. 

While their precise origin remains to be demonstrated, it is interesting to note that lymphocytes in 

the penile urethra express CD103 (Quayle et al., 1997), suggesting that at least part of semen 

leukocytes may arise from this site. Conversely, a lower proportion of semen CD4+ T cells (median 

11%) than blood lymphocytes (median 35%) were positive for CCR6, a T helper 17 lymphocytes 

marker. This differs from the results of Osborne et al., who found a higher number of CCR6 positive 

cells amongst semen T CD4 cells than amongst blood cells of the same patient for 13 patients. This 

difference in terms of proportion may be linked to the HIV+ status of patients they analyzed, as 

opposed to uninfected donors in our study. Moreover, we did not compare semen and blood cells 

from the same patient. Th17 cells are highly susceptible to HIV infection and postulated to constitute 

a reservoir for the virus (Gosselin et al., 2017). This marker was also described to mediate the 

trafficking of T cells to epithelial sites near mucosal surfaces during inflammation and immunological 

responses (Williams, 2004). It will be interesting to analyze the phenotype of seminal cells from HIV 

infected donors in order to evaluate if the proportion of CCR6 change. Finally, and similarly to 

seminal monocytes/macrophages, a high proportion of both seminal and blood lymphocytes 

expressed the adhesion molecules LFA-1, and Mac-1, in addition to a4b7, a homing integrin which 

confers trafficking properties to lymphocytes.  

 

Overall, the high heterogeneity observed within seminal leukocytes for a majority of the 

markers studied may be linked to the various sources of these leukocytes (Anderson and Le Grand, 

2014; Houzet et al., 2018). Thus, while epididymis is believed to represent an important source of 

semen leukocytes (Houzet et al., 2014), other male genital organs have been demonstrated as 

additional sources (Houzet et al., 2018) and leukocytes can potentially enter semen from a whole 

range of sites along the reproductive tract. Seminal monocytes/macrophages may be released into 

the seminal lumen of male genital organs or enter semen through passive diffusion from the blood 

along the male ducts. M1 macrophages may for example arise from the epididymis where they have 

been described within the epithelium (Zheng et al., 2017), whereas CD163+ and/or CD206+ 

macrophages may arise from the rete testis (Frungieri et al., 2002; Zheng et al., 2017). To date there 

are no detailed characterization of the monocytes/macrophages populations present in male genital 

organs. Further studies are thus needed to compare semen cell phenotype with semen producing 

organ cells phenotype and to clearly determine the origin of semen leukocytes.  
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Finally, we exposed blood leukocytes to seminal plasma in an attempt to determine whether 

this may shift their phenotype towards a seminal-like phenotype. A 2 hours exposure to 10% SP did 

not the modify blood cells’ phenotype. A short exposure duration to SP was chosen to avoid the 

cytotoxic effect of SP described on lymphocytes (Okamoto et al., 2002), but this may prevent any 

significant effect. In contrast, exposure of DC to SP (dilution 1/5000; 5 days) changed their 

maturation state toward a tolorogenic phenotype (Remes Lenicov et al., 2012). 

 

In conclusion, our results show that seminal leukocytes have transmigration capacities, at 

least across the colonic mucosa ex vivo, and display heterogeneous expression of mucosal, adhesion 

and activation markers among donors, which overall  differ from those of blood leukocytes. One 

limitation of our study is the lack of antigen density quantification. This information will be crucial to 

deepen the seminal cell characterization and permit a more accurate comparison with blood cell and 

measurement of the effect of infection. Moreover, the low number of infected patients restricted 

our interpretation of infection effect. Thus additional donors will need to be included and further 

analyses performed, including assessment of the transcriptional landscape of seminal versus blood 

cells using DGE-seq.   
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Figure legends  

Figure 1. Seminal leukocytes translocate accross the human colonic mucosa ex vivo. 

1.106 CFSE-stained seminal cells were added to the apical side of colorectal explants for 1 h. Tissues 

were then washed and fixed with 4% paraformaldehyde. Immunofluorescence staining was 

performed to evidence the presence of CD68/163 monocytes/macrophages (red) and CD3 T 

lymphocytes (white). Cell nuclei were stained with DAPI (blue). Immunostained colon explants were 

examined using confocal microscopy and photographed at X63 magnification.  

(a) The white square shows the transmigration of a seminal lymphocyte (in white and green). 

(b) The white square shows the transmigration of a seminal macrophage. 

Table1. Donors’ semen characteristics.   

 (a)Millions of CD45+ cells per milliliters are calculated from the percentage of CD45+ cells into the 

total population of round cells.Median (mini-max). 

 (b) Monocytes/macrophages or T lymphocytes are identified on the basis of their expression of 

CD14/HLA-DR or CD3, respectively, among CD45+ cells. Median (%) (min-max).  

N.D = Not Determined 

B.D = Below Detection 

Figure 2. Semen monocytes /macrophages phenotypical characterization and comparison with 

blood cells. 

(a, b, c) Comparison of mono-stained CD14+/HLA-DR+ cells for each marker between seminal cells 

from NI donors (n = 4 or 11, black dot), seminal cells from HIV+ donors (n =1 or 3, red dot), blood 

derived macrophages from NI donors (n= 5 or 9, green dot), and blood derived monocytes from NI 

donors (n= 7 or 9, blue dot). Median are represented. For seminal cells, each symbol represents a 

patient 

(d) Comparison of mono-stained CD14+/HLA-DR+/CCR5+ cells for each marker between seminal cells 

from NI donors (n = 5 or 11, black dot), and seminal cells from HIV+ donors (n =2, red dot). Median 

are represented. Each symbol represents a patient 
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Figure 3. Semen CD4 T lymphocytes phenotypical characterization and comparison with blood 

cells. 

(a-d) Comparison of stained CD3+/CD4+ cells for each marker between seminal cells from NI donors 

(n = 3 or 5, black dot), seminal cells from HIV+ donors (for CCR5/CXCR4 only) (n= 2, red dot) and 

blood  CD4  T lymphocytes from NI donors (n= 3, purple dot). Median are represented. For seminal 

cells, each symbol represents a donor.  

Figure 4. Blood cells (monocytes, macrophages and lymphocytes) exposure to SP does not modify 

their phenotype. 

Blood monocytes (top panel), macrophages (middle panel) and CD4 T lymphocytes (bottom panel) 

were exposed for 2h to medium alone (blue symbols) or containing 10% SP (green symbols). Cells 

were then washed and stained with the different antibodies panels. Proportions of positive cells was 

compared to seminal cells (black dot). Results are expressed in percentage of positives cells (seminal 

cells n= 3 to 11, blood monocytes n=5, blood macrophages and lymphocytes n= 5). Median are 

represented. 
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Figure 1. Seminal leukocytes translocate accross the human colonic 

mucosa ex vivo. 
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Table 1. Donors’ semen characteristics. 
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Figure 2. Semen monocytes /macrophages phenotypical characterization and comparison with blood cells. 
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Figure 3. Semen CD4 T lymphocytes phenotypical characterization and comparison with blood cells. 
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Figure 4. Blood cells (monocytes, macrophages and lymphocytes) exposure to SP does not modify their phenotype. 
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L’objectif de ma thèse était d’évaluer les mécanismes de transmission du VIH par les cellules 

infectées du sperme au niveau de la muqueuse colorectale, ainsi que d’évaluer l’effet du sperme sur 

cette transmission et cette muqueuse. Pour tenter de répondre à ces problématiques, nous avons 

développé deux approches distinctes mais complémentaires : - d’une part, l’analyse in vitro et ex vivo 

(dans un modèle cellulaire de CaCo2 et un modèle d’explants colorectaux humain) de la 

transmigration de leucocytes, et l’effet du LS, d’hommes infectés VIH ou non, sur ce mécanisme de 

passage et sur la barrière colorectale; - d’autre part, la caractérisation des leucocytes séminaux 

d’hommes VIH+ et séronégatifs et leur comparaison aux leucocytes sanguins classiquement utilisés 

dans les études de transmission associée aux cellules.  

Les travaux réalisés au cours de ma thèse m’ont permis de : 

-  mettre en évidence, pour la première fois à ma connaissance, la transmigration rapide, dès 1heure, 

de monocytes et de macrophages sanguins et séminaux à travers la barrière colorectale in vitro et ex 

vivo, et en présence de liquide séminal ;  

- montrer un effet inhibiteur du LS sur la transmigration de ces deux types cellulaires en modèle 

CaCo2 sans modification de la barrière épithéliale. De plus, nous avons également montré un effet 

inhibiteur du LS sur l’adhésion des monocytes et des macrophages à la barrière épithéliale, première 

étape du mécanisme de transmigration ;  

-  amorcer la caractérisation du phénotype des monocytes/macrophages et lymphocytes présents 

dans le sperme d’hommes non infectés et infectés VIH. Nous avons ainsi pu mettre en évidence leurs 

particularités au regard des leucocytes sanguins ainsi que leurs similitudes notamment concernant 

leur équipement en termes de molécules d’adhésion.  

Dans cette dernière partie, nous reviendrons sur les avantages et aussi les limites de chacune des 

approches et stratégies expérimentales choisies, et nous proposerons de nouvelles stratégies 

expérimentales qui pourront être mises en place pour approfondir et/ou poursuivre ce travail.  
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I. Choix des modèles d’études et des stratégies expérimentales 
 

Nous avons utilisé des modèles d’études de la muqueuse colorectale qui tentent de répondre au 

mieux aux questions posées mais également de se rapprocher au maximum de la réalité 

physiologique. Nous justifierons ici le choix de ces modèles pour notre étude, préciserons leurs 

limites, et discuterons la possibilité d’explorer d’autres modèles d’études ou stratégies 

expérimentales.  

 

Le modèle cellulaire in vitro CaCo-2 

La lignée cellulaire colorectale CaCo2, issue d’un adénocarcinome de colon, a été utilisée afin 

de modéliser l’épithélium monostratifié de la muqueuse colorectale. D’une façon générale, les 

modèles de lignées cellulaires constituent des outils essentiels à la compréhension des mécanismes 

moléculaires et cellulaires de la transmission du VIH. Ils ont l’avantage d’être peu onéreux, faciles 

d’accès, produit facilement et permettent une bonne reproductibilité des expériences. La culture sur 

insert permet de polariser et compartimentaliser la culture cellulaire et ainsi de se rapprocher du 

modèle muqueux. Le pôle apical correspond à la lumière de la muqueuse, exposée au LS, alors que le 

pôle basal correspond au compartiment sous-muqueux où les cellules immunitaires, potentiellement 

cibles du VIH, sont présentes. La simplicité de ces modèles est à la fois une force puisqu’elle permet 

de bien identifier les éléments impliqués dans les mécanismes décrits et une faiblesse du fait de sa 

simplification sur le plan physiologique. En effet, la composition en lipides, protéines et la 

glycosylation des lignées transformées peut grandement différer des cellules primaires (Bomsel and 

Alfsen, 2003). Toutefois, nous avons montré que la monocouche polarisée de CaCo2, à l’instar de la 

muqueuse colorectale humaine, exprime les molécules d’adhésion E-Cadherine et JAM-A (données 

non présentées). En revanche, les CaCo2 polarisées expriment ICAM-1, qui n’est exprimée sur les 

cellules épithéliales coloniques humaines qu’en condition inflammatoire (Dippold et al., 1993). 

Les cellules primaires, isolées à partir de tissus frais, constituent des modèles cellulaires 

permettant de s’affranchir des artéfacts potentiels liés à l’utilisation de cultures immortalisées, 

pouvant influer sur l’infection virale ou les mécanismes étudiés. Elles sont néanmoins plus difficiles à 

préparer et à maintenir en culture (pour revue (Arien et al., 2012; Frouard et al., 2018)). Certaines 

cellules épithéliales isolées peuvent être cultivées en monocouche polarisée de la même façon que 

les lignées. Toutefois, cette polarisation peut être plus difficile à obtenir (Bomsel and Alfsen, 2003). 

En effet, la purification des cellules primaires peut compromettre la fonction de la barrière épithéliale 
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et empêcher la reformation de jonctions serrées nécessaires à la polarisation. A ma connaissance, 

aucun modèle de culture primaire de cellules colorectales humaines n’a été mis au point. 

 

Le modèle ex vivo de muqueuse colorectale 

Afin de nous rapprocher au mieux des conditions in vivo, et de valider les résultats de 

transmigration obtenus dans le modèle cellulaire, j’ai développé un modèle d’explants polarisés de 

tissu colorectal humain. Le modèle d’explants permet de reproduire une muqueuse plus complexe, 

comprenant à la fois les cellules épithéliales et les cellules immunitaires du donneur dans leur 

environnement tissulaire (Collins et al., 2000; Fletcher et al., 2006; Frouard et al., 2018; Merbah et 

al., 2011). La polarisation, quant à elle, permet d’assurer une application virale restreinte à la face 

apicale de l’épithélium afin de mimer au mieux les mécanismes de la dissémination virale. En effet, 

lors du contact entre les secrétions infectées du donneur et la muqueuse, c’est bien le pôle apical des 

cellules épithéliales qui est exposé. Cependant, le modèle explant colorectal possède un certain 

nombre de limites dont un maintien en culture particulièrement délicat, avec, dans nos conditions 

expérimentales, une mortalité cellulaire importante dès 12 heures, et une perte de l’intégrité de 

l’épithélium après 12 heures de culture, ce qui est en accord avec les données expérimentales 

d’autres équipes  (Cavarelli et al., 2013; Fletcher et al., 2006; Kolodkin-Gal et al., 2013). Le maintien 

de l’intégrité de l’épithélium peut être prolongé jusqu’à 24h par l’utilisation d’un incubateur avec 

atmosphère enrichie en O2 (Dezzutti et al., 2014). Malgré ce court maintien en culture, ce modèle 

nous a permis de mettre en évidence la rapide transmigration de leucocytes sanguins et séminaux, 

dès 1h.  

Par rapport aux modèles in vitro, les résultats obtenus avec les modèles ex vivo sont assez 

variables selon les donneurs, ce qui peut compliquer l’interprétation des données (Arien et al., 2012; 

Grivel et al., 2000; Merbah et al., 2011). De plus, leur mise en place dépend de l’approvisionnement 

en tissu humain, qui peut être irrégulier. Pour notre étude, les tissus colorectaux proviennent de 

colectomies pour diverticulose et cancers non traités par radiothérapie ou chimiothérapie en vue 

d’assurer un épithélium intègre. Bien que seuls les tissus sains, déterminés comme normaux par 

l’examen anatomopathologique, soient utilisés, aucune donnée en dehors de l’âge n’est fournie, que 

ce soit l’existence ou non d’éventuelles coinfections, les traitements antibiotiques reçus, etc. Certains 

patients ne sont donc peut-être pas représentatifs de la situation dans la population générale. La 

qualité des tissus acheminés a été un problème majeur pour mon étude, une grande partie des 

explants étant inexploitables en raison d’une barrière épithéliale altérée, visible uniquement à l’issue 

des expériences sur les coupes de tissus. Nous avons en partie maîtrisé ce problème en sélectionnant 
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uniquement les tissus de colons non-inflammatoires et non issus de cancers traités par chimio ou 

radiothérapie, et en essayant d’obtenir les pièces opératoires dans un délai le plus court possible 

après le prélèvement, tout en maintenant le transit par le service d’anatomo-pathologie nécessaire à 

leur évaluation.  

 

Une amélioration significative de la survie de l’épithélium colorectal serait nécessaire pour 

utiliser pleinement ce modèle ex vivo. A ce titre, il serait intéressant d’optimiser la culture polarisée 

par exemple via un système microfluidique permettant d’améliorer la circulation des gaz et 

nutriments, ou en modifiant la teneur en oxygène ou le milieu de culture utilisé. L’impression  3D 

pourrait peut-être permettre un meilleur maintien des cellules épithéliales au sein de structures 

spécifiques (scafolds). Hormis ces développements, seule un étude in vivo permettrait à présent 

d’étudier sur un temps long les interactions entre les différents acteurs (cellules épithéliales, 

particules virales, cellules immunitaires), ainsi que l’influence de divers facteurs tels que le 

microbiote ou l’environnement cytokinique. Le modèle simien constitue le modèle animal le plus 

adapté pour étudier la transmission sexuelle du VIH-1 (Miller et al., 1989)(pour revue (Fennessey and 

Keele, 2013)). Ce modèle comporte néanmoins lui aussi des limites comme un microbiote différent 

de celui de l’homme (pour revue (Dezzutti, 2015)). La disponibilité limitée des primates non humains 

et le coût important des expériences peuvent aussi être un frein au design expérimental.  

 

Les leucocytes sanguins et séminaux 

Hormis une étude (Maher et al., 2005), pour des raisons pratiques évidentes, toutes les 

études sur la transmission sexuelle du VIH ont utilisé des leucocytes d’origine sanguine pour mimer la 

transmission virale depuis les cellules infectées du sperme. Toutefois, on peut se poser la question de 

la pertinence de l’utilisation de leucocytes d’origine sanguine pour mimer des mécanismes 

concernant des leucocytes d’origine muqueuse (Houzet et al., 2014) et baignant dans le liquide 

séminal. Dans mon premier article de thèse, nous avons montré la transmigration de 

monocytes/macrophages sanguins à travers la barrière épithéliale colorectale ex vivo. Dans le 

deuxième article, nous démontrons que les macrophages/lymphocytes T séminaux sont également 

capables de transmigrer à travers l’épithélium colorectal. Ainsi, ces résultats montrent que les 

macrophages sanguins et séminaux ont tous deux la capacité de transmigrer à travers la barrière 

épithéliale colorectale. Toutefois, nous ne pouvons pas certifier que les molécules mises en jeu dans 

les mécanismes d’adhésion et de transmigration soient les mêmes. Bernard Stoeklin et al., qui ont 

caractérisé les leucocytes séminaux simiens (Bernard-Stoecklin et al., 2014), ainsi que mes premiers 
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résultats sur la caractérisation des leucocytes séminaux humains, mettent en avant que les 

monocytes/macrophages séminaux possèdent des phénotypes variables (différentes proportions de 

cellules exprimant les marqueurs phénotypiques CD163, CD206, CD80 et CD86). Selon les marqueurs 

considérés, les cellules séminales se rapprochent tantôt des monocytes, tantôt des macrophages 

(résultats à confirmer par l’analyse d’un nombre de donneurs plus important). Elles présentent par 

exemple des niveaux d’expression des récepteurs aux chimiokines (CCR2, CX3CR1) plus proches des 

macrophages que des monocytes sanguins, sans les récapituler complètement. Ces dissimilitudes 

peuvent conduire à un chimiotactisme différent des cellules.  Par contre, l’expression des molécules 

d’adhésion (LFA-1, Mac-1 et CD11c) est assez similaire, ce qui laisse supposer que les leucocytes 

d’origine sanguine puissent récapituler les propriétés d’adhésion des leucocytes séminaux. Par 

ailleurs, il serait intéressant d’évaluer la production de cytokines de ces différents types cellulaires. 

Leurs états d’activation n’étant pas les mêmes, il est fort probable que leurs profils sécrétoires 

diffèrent.  

 

Dans notre étude, les macrophages dits sanguins dérivent de monocytes sanguins (MDM). 

Dans l’organisme, les MDM constituent une famille extrêmement hétérogène de cellules d’origine 

hématopoïétique. Les sous-populations présentent des caractéristiques phénotypiques, 

morphologiques et fonctionnelles bien différentes qui peuvent également varier en fonction de leur 

localisation dans l’organisme. Très brièvement deux grands types de macrophages sont décrits selon 

leur état d’activation. Les macrophages de type M1, activés dit « classiquement » sous l’effet de 

cytokines appartenant à la réponse immune Th1 (IFNγ et TNFα), et les macrophages de type M2 

activés « alternativement » induits par des cytokines Th2, l’IL4 et l’IL13 ainsi que différentes autres 

formes d’activation (pour revue (Gordon, 2003)). Alors que les macrophages M1 sont essentiels à la 

défense de l’hôte contre les pathogènes et les cellules tumorales grâce à un profil plutôt pro-

inflammatoire, les macrophages M2 présentent un phénotype associé à des fonctions anti-

inflammatoires et de réparation tissulaire. Dans notre étude, les monocytes ont été différenciés en 

MDM pendant 6 jours de culture en présence de 50ng/mL de M-CSF. Cela permet leur différenciation 

en macrophages M0, correspondant à un état de macrophage différencié mais non polarisé (pour 

revues  (Gordon, 2003; Martinez and Gordon,2014). Notre étude (article 2) analyse pour la première 

fois le phénotype des macrophages séminaux. Nous montrons qu’ils ne peuvent être classés de façon 

catégorique dans l’une ou l’autre des populations classiquement décrites M1 ou M2 puisqu’ils 

expriment des marqueurs de ces deux populations. Nous avons fait le choix d’une différenciation au 

M-CSF des monocytes sanguins afin de nous placer dans les conditions utilisées par l’équipe de 
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Carreno et al., dont l’étude est la seule démontrant la transmigration de MDM primaires à travers 

une barrière épithéliale polarisée (Carreno et al., 2002).    

 

  Liquides séminaux de patients séronégatifs et de patients séropositifs 

Les expériences de transmigration, d’adhésion et les expositions de la barrière colorectale ont 

été réalisées avec des doses de 10 et 50% de LS. Lors du contact du LS avec la barrière colorectale, ce 

dernier est dilué par le mucus présent à la surface de l’épithélium, or l’importance de cette dilution 

n’est pas connue de façon précise. Nous nous sommes donc appuyés sur ce qui est décrit au niveau 

cervico-vaginal (Sharkey et al., 2007) et l’avons transposé à la muqueuse colorectale. Nos conditions 

d’exposition au LS sont d’ailleurs proches de l’unique autre étude s’intéressant à la transmigration de 

leucocytes sur une lignée épithéliale féminine en présence de LS (dose de 7% de LS) (Lawrence et al., 

2012).  

 

  Choix des marqueurs de caractérisation des monocytes/macrophages 

Lors de la conception des panels anticorps dédiés à la caractérisation des 

monocytes/macrophages séminaux et leur comparaison à ceux du sang, nous avons dû nous 

restreindre à un nombre de 14 marqueurs différents afin d’assurer une relativement bonne 

sensibilité dans la détection de populations rares ou exprimant faiblement certains marqueurs. Notre 

population de monocytes/macrophages a été sélectionnée sur la base de l’expression des marqueurs 

CD14 et HLA-DR. Afin d’étudier le phénotype des monocytes/macrophages, nous avons ensuite 

intégré des marqueurs classiquement associés aux macrophages M1 : CD80, CD86, et aux 

macrophages M2 : CD163 et CD206. Toutefois, il faut rester prudent dans l’interprétation des 

résultats, car, bien qu’encore classiquement utilisés pour classifier ces deux populations de 

macrophages (pour revue (Cassol et al., 2010; Zhi et al., 2017), l’expression distincte de ces 

marqueurs entre M1 et M2 est aujourd’hui remise en cause. C’est le cas notamment du marqueur 

CD206 pour lequel Jaguin et al., n’ont observé aucune différence entre les macrophages M1 et M2 

lorsqu’ils sont différenciés in vitro en présence de M-CSF et stimulés par l’IFN-γ pour l’orientation M1 

ou de l’IL-4 pour l’orientation M2 (Jaguin et al., 2013). Les conditions de différenciation peuvent 

néanmoins avoir un rôle important sur le phénotype des cellules obtenues. De même, il a été montré 

dans les tissus humains que CD163 est un marqueur de macrophage M2 uniquement en combinaison 

avec le facteur de transcription CMAF. CD163 ne peut donc pas être considéré comme un marqueur 

M2 lorsqu'il est utilisé comme marqueur unique (Barros et al., 2013). Ces données nous montrent 
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qu’il faut rester prudent dans le choix des marqueurs et dans l’interprétation que l’on en fait. Il 

apparaît aujourd’hui que le simple phénotypage des macrophages sur la base des « quelques » 

marqueurs membranaires ne suffit pas et qu’il faudrait prendre en compte d’autres types de 

marqueurs, tels que l’expression génique de facteurs de transcription ou la sécrétion par les cellules 

de cytokines et de chimiokines.   

II. PERSPECTIVES ET AUTRES STRATEGIES D’ETUDE 

A. Effet du LS sur l’adhésion et la transmigration des 

monocytes/macrophages à la barrière épithéliale colorectale 

i. Validation de l’implication de la molécule LFA-1 dans l’adhésion des MDM à la 

barrière épithéliale 

Nous avons montré que le LS exerce un effet inhibiteur sur l’adhésion et la transmigration de 

monocytes/macrophages dans 2 modèles in vitro d’épithélium monostratifié de muqueuse 

colorectale (CaCo2 polarisées) et endométriale (HEC-1A polarisées). Nous avons ensuite cherché à 

expliquer cette diminution de l’adhésion induite par le LS. Nous avons sélectionné deux molécules 

d’adhésion principales, déjà décrites comme impliquées dans les phénomènes d’adhésion ou de 

transmigration de leucocytes à une barrière épithéliale (LFA-1 (Carreno et al., 2002), Mac-1 (Parkos et 

al., 1991)). Une analyse par cytométrie de flux nous a permis de mettre en évidence une diminution 

de l’expression de chacune des sous-unités composant la molécule d’adhésion LFA-1 (CD18/CD11a) 

après exposition au LS des MDM. Cela pourrait expliquer les effets du LS observés sur les capacités 

d’adhésion et de transmigration de ces cellules.  

Afin de valider l’hypothèse de l’implication de LFA-1, il nous paraît primordial de réaliser des 

tests d’adhésion et de transmigration des MDM en présence d’anticorps neutralisants dirigés contre 

cette molécule d’adhésion. Il faudra potentiellement tester plusieurs anticorps neutralisants de LFA-

1. En effet, LFA-1 possède plusieurs ligands potentiels (ICAM-1,2/3 et JAM-A) et les anticorps 

bloquent spécifiquement un site de liaison entre l’intégrine et son ligand (Driessens et al., 1996). Cela 

demande donc d’anticiper sur la liaison ligand/récepteur que l’on souhaite inhiber.  

 

ii. Implication d’autres molécules d’adhésion ?  

La sous-unité CD18 est commune à différentes intégrines, à savoir : LFA-1 (CD18/CD11a), Mac-

1 (CD18/CD11b), p150/95 (CD18/CD11c) et CD18/CD11d. De ce fait, la diminution de la densité 

antigénique de CD18 à la surface des macrophages pourrait impacter chacune de ces molécules, 
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faisant de chacune d’elles un acteur potentiel intervenant dans l’adhésion et la transmigration. Afin 

de vérifier leur implication, l’approche la plus simple serait ici aussi des tests d’inhibition de 

l’adhésion par des anticorps neutralisants dirigés contre ces molécules. Une notion à garder en tête, 

est qu’un anticorps bloquant anti-CD18 ne bloquera pas simultanément toutes les molécules 

d’adhésion composées de cette sous-unité comme on pourrait l’imaginer. Si on souhaite bloquer 

collectivement toutes les molécules impliquant CD18, alors une approche par ARN interférence 

(siRNA) pourrait être envisagée, mais cette approche reste plus « globale » quant à l’identification du 

ou des facteurs impliqués dans l’adhésion et la transmigration.  

D’autre part, nous avons pour l’instant limité notre investigation aux molécules d’adhésion 

exprimées par les leucocytes et déjà démontrées comme impliquées dans le phénomène de 

transmigration (Carreno et al., 2002; Parkos et al., 1991). Il serait judicieux d’élargir le panel de 

molécules investiguées, aussi bien du côté des leucocytes que du côté épithélial. Par exemple, les 

molécules ICAM-1, 2 et 3 constituent des pistes intéressantes puisqu’elles ont été démontrées 

comme nécessaires à la transmigration de monocytes à travers une couche de cellules épithéliales 

cervicales (Chancey et al., 2006). ICAM-1 en particulier, présent sur les monocytes et les 

macrophages, trouve son ligand Mac-1 exprimé sur les cellules épithéliales colorectales (Hussain et 

al., 1995). Une baisse dans le niveau d’expression d’ICAM-1 pourrait alors engendrer une diminution 

de l’adhésion. Une première expérience d’exposition des monocytes au LS n’a pas montré de 

modification dans les niveaux d’expression d’ICAM-1, que ce soit en termes de nombre de cellules 

positives pour le marqueur ou en termes de densité antigénique (résultats non présentés). Il faudrait 

maintenant, d’une part confirmer ces résultats et d’autre part évaluer s’il en est de même pour les 

macrophages. Afin de ne pas se limiter aux seules molécules les plus décrites, une approche bio-

informatique visant à modéliser toutes les interactions possibles (ligand/récepteur) impliquant des 

molécules d’adhésion entre les cellules épithéliales colorectales et les monocytes et macrophages, a 

été initiée avec le logiciel Amen, développé au sein de l’équipe sur la base de données protéomiques 

de la littérature. Cette analyse pourrait nous permettre de dégager une liste plus ou moins 

conséquente de molécules candidates impliquées dans les phénomènes d’adhésion. Etant donné 

qu’on ne sait pas à l’heure actuelle si les mécanismes d’adhésion des monocytes et des macrophages 

sont similaires, on peut imaginer avec cette approche pouvoir identifier et se focaliser sur des 

molécules exprimées de façon spécifiques par chacun de ces types cellulaires. 

Un autre moyen d’identifier les acteurs impliqués dans les effets observés serait une analyse 

comparative par PCR-array des différents types cellulaires exposés ou non au LS. Ce type d’analyse 

pourrait nous permettre de dégager des protéines candidates dont l’expression au niveau ARN est 
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modulée par le LS. Leur implication dans les phénomènes observés en présence de LS nécessitera 

ensuite une validation par test de neutralisation. Toutefois, la rapidité de l’inhibition, observée dès 

1h d’exposition au LS, rend peu probable l’existence d’un mécanisme régulé uniquement au niveau 

transcriptionnel.  

Une fois le ou les acteur(s) impliqué(s) dans l’adhésion et la transmigration mis en évidence 

dans notre modèle cellulaire CaCo2, une validation dans le modèle tissulaire sera nécessaire puisque 

des différences dans les molécules d’adhésion exprimées par ces deux modèles d’épithélium peuvent 

exister. Nous pensons par exemple à la molécule ICAM-1. Alors qu’elle est absente des cellules 

épithéliales colorectales primaires (Dippold et al., 1993; Vainer et al., 2003), elle est décrite comme 

exprimée par les CaCo2 (Kaiserlian et al., 1991). Cela soulève d’une part les limites du modèle 

cellulaire (comme évoqué au début de cette discussion) et d’autre part la nécessité de valider les 

molécules candidates en modèle tissulaire.   

 

iii. Possibles mécanismes responsables de l’inhibition par le LS de l’adhésion et la 

transmigration des monocytes et macrophages  

Outre l’identification des molécules d’adhésion impliquées, nous souhaitons mettre en 

évidence les mécanismes qui sous-tendent l’effet inhibiteur du LS sur la transmigration et l’adhésion 

des monocytes et des macrophages aux barrières épithéliales testées. 

- Le LS pourrait engendrer l’internalisation de molécules d’adhésion impliquées dans les phénomènes 

de transmigration et d’adhésion. Afin de vérifier cette hypothèse, on pourrait traiter les cellules  

épithéliales ou bien les monocytes ou macrophages avec un inhibiteur de l’endocytose, tel que la 

cytochalasine D et évaluer si une exposition au LS engendre toujours un effet.  

- le LS pourrait induire un changement dans les signaux d’adressage à la membrane de molécules 

impliquées dans l’adhésion. Un traitement des cellules avec un inhibiteur du transport intracellulaire 

tel que la Brefeldine A pourrait donc être envisagé préalablement à l’exposition au LS.  

Ces deux premiers points ont fait l’objet d’expériences préliminaires qu’il faudra répéter et 

auxquelles des contrôles supplémentaires devront être ajoutés afin de pouvoir conclure.  

- La présence de nombreuses métalloprotéines (MMP) dans le sperme pourrait avoir un impact sur 

des protéines d’adhésion et les dégrader. Une déplétion du LS de ces MMP nous renseignera sur leur 

rôle éventuel dans les effets observés.  
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- Le LS étant un fluide très riche, certains de ses composants pourraient activer des molécules dites 

anti-adhésives. Ces molécules anti-adhésives sont bien décrites dans les phénomènes de 

transmigration de polynucléaires du côté basal vers le côté apical d’un épithélium ou d’un 

endothélium lors d’une réaction inflammatoire (diapédèse). Elles sont exprimées du côté luminal 

(donc apical) des épithéliums et permettent le relargage des cellules transmigrantes. Des études ont 

par exemple montré que des anticorps bloquants dirigés contre CD55, ou CD44 exprimés sur 

l’épithélium colorectal (Brazil et al., 2010; Lawrence et al., 2012) (pour revue (Reglero-Real et al., 

2016)) bloquaient le relargage dans la lumière colorectale des polynucléaires transmigrants. Nous 

pourrions procéder de la même manière, c’est à dire avec des anticorps neutralisants, et vérifier si la 

présence de LS induit malgré tout une diminution de l’adhésion. Nous pourrions également vérifier 

en cytométrie de flux si l’expression de molécules anti-adhésives telles que CD55 ou CD44 sont 

surexprimées en présence de LS.   

D’autre part, certains des composants du LS peuvent agir directement comme agent anti-

adhésif. C’est le cas de l’oxyde nitrique (NO). Ce dernier a été principalement étudié au niveau 

endothélial puisqu’il est constitutivement produit par ces cellules. Une inhibition de sa production est 

associée à une augmentation du rolling et de l’adhésion des leucocytes à la barrière endothéliale 

(pour revue (Kanwar and Kubes, 1995). Dans notre cas, le NO produit par les cellules du sperme 

(leucocytes, spermatozoides…) pourrait exercer un rôle inhibiteur sur l’adhésion des monocytes et 

des macrophages à la barrière épithéliale (Sabeti et al., 2016).  

Afin d’écarter ou au contraire de valider cette hypothèse, des inhibiteurs des synthétases 

d’oxyde nitrique (NOS) pourraient être ajoutés au LS afin de le dépléter en NO.  

- Une autre hypothèse serait une saturation ou une compétition des récepteurs que sont les 

molécules d’adhésion par un ou plusieurs composants présents dans le LS. Le LS contient plusieurs 

milliers de protéines, mais aussi des lipides, des sucres etc… Une première approche visant à 

dégrader de façon spécifique les lipides (par cycles de congélation/décongélation), ou les sucres (par 

chauffage) ou les protéines (par un traitement à la trypsine ou à la pronase) (Rennemeier et al., 2011; 

Sabatte et al., 2007) permettrait de renseigner sur la nature de la molécule recherchée. Nos premiers 

essais ne nous permettent pas de dégager un type de composé principal impliqué, d’autant que des 

contrôles supplémentaires sont requis pour valider et certifier nos observations.  

- Enfin, une étude récente a isolé des « vésicules extracellulaires » présentes dans le sperme et qui 

inhibent la liaison du virus Zika à la barrière épithéliale colorectale (Müller et al., 2018). Dans cette 

étude, les auteurs n’ont cependant pas identifié le mécanisme exact par lequel ces vésicules inhibent 
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l’adhésion des virus, mais on peut imaginer que le même type de composé vésiculaire soit à l’origine 

de nos effets. 

L’analyse bio-informatique initiée mentionnée plus haut vise à modéliser les différentes 

combinaisons de ligand/récepteur possibles entre les molécules exprimées sur les cellules 

épithéliales ou sur les monocytes et/ou sur les macrophages, mais également présentes sous forme 

soluble dans le LS. Cette analyse permettra de rechercher des molécules solubles du sperme qui 

pourraient être des ligands des molécules d’adhésion en jeu et agir ainsi par compétition. Afin de 

valider ou exclure les molécules sélectionnées, l’étape suivante consistera à enrichir le milieu de 

culture avec cette molécule et vérifier si l’on reproduit les effets observés avec le LS. Nous pourrons 

également dépléter le LS de la/des molécules suspectée(s) et mesurer s’il garde son effet inhibiteur.  

B. Caractérisation des leucocytes séminaux 

Le deuxième volet de ce travail correspondant au second article présenté dans ce manuscrit  a 

porté sur la caractérisation des leucocytes séminaux, en particulier les monocytes/macrophages et 

les lymphocytes T CD4, qui sont les cellules cibles du VIH présentes dans le sperme. Les analyses déjà 

réalisées nous ont permis de mettre en évidence des différences phénotypiques entre les différents 

types cellulaires comparés. Toutefois cette analyse devra impérativement être complétée par : (i) 

l’inclusion de donneurs supplémentaires ; (ii) l’analyse des médianes d’intensité de fluorescence, en 

partie  manquantes à ce jour ; (iii) une étude à large échelle au niveau transcriptomique des 

caractéristiques propres aux populations de cellules séminales et de leur hétérogénéité.  

 

i. Détermination de l’origine des leucocytes du sperme 

Bien que plusieurs hypothèses coexistent, l’origine des leucocytes du sperme n’est aujourd’hui 

pas clairement établie. Les monocytes/macrophages séminaux semblent présenter un phénotype 

plutôt M2 avec une majorité des cellules exprimant les marqueurs CD206, CD163. Nous avons 

également noté que la très grande majorité des monocytes/macrophages séminaux exprimaient 

aussi le marqueur CD86 et peu le marqueur CD80. Les lymphocytes eux, présentent en majorité un 

phénotype mémoire et leur proportion est très différente entre les patients concernant le marqueur 

muqueux CD103. Nous discuterons dans cette partie du phénotype des leucocytes présents dans les 

différents organes du TGM afin de les comparer au phénotype des macrophages et lymphocytes 

séminaux que nous observons.  

D’après les données bibliographiques (cf introduction partie II.B.iii), l’épididyme constitue la 

source la plus probable et la plus importante des leucocytes séminaux (Anderson et al., 1991; Houzet 
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et al., 2018; Wallach and Wolff, 1995). Bien que la majorité des études décrivant les cellules immunes 

des organes du TGM s’intéressent à la localisation de ces cellules plus qu’à leur phénotype, il est 

décrit que les macrophages intraépithéliaux de l’épididyme représentent la population immunitaire 

prédominante dans cet organe (pour revue (Hedger et al., 2015)). Il est communément admis que les 

macrophages expriment les marqueurs CD14 et HLA-DR. Toutefois, deux études se contredisent 

quant à l’expression de l’HLA-DR par ces macrophages intraépithéliaux. La première, réalisée chez la 

souris, décrit ces macrophages comme dépourvus de l’expression de l’HLA-DR (Nashan et al., 1989). 

Une seconde étude plus récente, réalisée chez l’homme, décrit la population de macrophages 

comme exprimant les marqueurs CD68, iNOS et HLA-DR et présentant un profil M1 donc plutôt pro-

inflammatoire (Zheng et al., 2017). Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer par la différence 

d’espèce souris/homme, mais dans le même temps ils nous questionnent sur notre stratégie de 

gating. En effet, nous nous sommes basés sur la co-expression de CD14 et de l’HLA-DR pour 

sélectionner la population de macrophages séminaux. Toutefois, la totalité des cellules CD14+ 

expriment HLA-DR chez tous nos patients (données non montrées). D’autres études s’intéressant aux 

autres organes du TGM décrivent la présence de macrophages CD14+ présentant une forte 

expression de CD163 dans le tissu interstitiel testiculaire (Ponte et al., 2018; Wang et al., 2017). Cela 

est associé à un phénotype plutôt M2 de ces macrophages. A l’inverse très peu de macrophages 

exprimant CD80 et CD86 sont retrouvés au sein de ce tissus interstitiel (Wang et al., 2017). Par 

ailleurs, une étude récente a mis en évidence la présence de deux populations de macrophages au 

sein du testicule avec des origines distinctes : une population de macrophages péritubulaires dérivant 

de la moelle osseuse, et une population de macrophages interstitiels avec une origine embryonnaire 

(Mossadegh-Keller et al., 2017). Il est aujourd’hui décrit que les macrophages tissulaires ont pour 

origine un progéniteur embryonnaire. Après la naissance, les progéniteurs embryonnaires ne se 

renouvellent pas, la population macrophagique tissulaire est donc progressivement et plus ou moins 

rapidement (selon les organes) remplacée par les macrophages dérivés de monocytes issus de la 

moelle osseuse (Murray, 2017). Aujourd’hui le rôle de ces macrophages embryonnaires dans la 

persistance du VIH et la formation de réservoirs est au cœur des recherches (Clayton et al., 2017). 

Concernant la seconde population de leucocytes qui nous intéresse, dans l’urètre il est décrit 

que la majorité des lymphocytes T intraépithéliaux présente un phénotype mémoire et exprime le 

marqueur CD103 (Nguyen et al., 2014). Au vu de nos résultats et de l’hétérogénéité des proportions 

de cellules positives pour les divers marqueurs, il apparait que les monocytes/macrophages et les 

lymphocytes T CD4 retrouvés dans le sperme ne représentent pas des populations avec une origine 

unique. Dans ce sens, une étude récente du laboratoire a mis en évidence que les populations de 

virus libre et de cellules infectées retrouvées dans le sperme de macaques avaient des origines 
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variables selon les individus (Houzet et al., 2018).  Si l’on souhaite effectivement déterminer avec 

précision l’origine des leucocytes séminaux, il serait nécessaire de caractériser pour chaque patient 

les populations de leucocytes séminaux en parallèle des leucocytes des organes du TGM, ce qui ne 

serait possible que chez le modèle simien. 

 

ii. Stratégies expérimentales permettant une caractérisation plus globale et plus 

fine du phénotype des leucocytes séminaux  

La démarche d’analyse par cytométrie de flux que nous avons utilisée pour caractériser les 

leucocytes du sperme nous a permis de mettre en exergue des différences entre les leucocytes du 

sperme et ceux du sang et d’apporter de nouvelles données quant à l’équipement protéique des 

cellules séminales. Pour autant, la limite de cette technologie demeure le nombre limité de 

marqueurs qu’elle permet d’étudier simultanément. Plusieurs technologies pourraient permettre 

une caractérisation plus complète des cellules. La technologie CyTOF, qui est en plein essor est une 

technologie qui allie cytométrie et spectrométrie de masse. Comme la cytométrie, l’analyse se fait à 

l’échelle de la cellule unique. Elle permet l’analyse de 40 dimensions simultanément (correspondant 

aux paramètres tels que la taille, la granulosité, les fluorochromes en cytométrie classique, mais ici 

utilisant des isotopes ce qui évite les problèmes de débordement spectral de la cytométrie). De plus, 

la technologie CyTOF a l’avantage de rendre possible la détection simultanée de protéines, d’ARNm, 

la synthèse d’ADN, des activités enzymatiques (pour revue (Spitzer and Nolan, 2016)). Grace à cette 

technique, nous pourrions par exemple nous concentrer sur les cellules infectées spécifiquement. 

Chose que nous n’avons pas pu mettre en place dans nos panels actuels du fait de contraintes 

techniques (nécessité de perméabiliser les cellules pour un marquage de la protéine virale p24, ce qui 

n’était pas possible dans nos conditions de marquage). Cette approche ouvre ainsi de nouvelles 

possibilités dans le domaine des biosciences en fournissant un outil capable de capturer différents 

aspects du comportement cellulaire simultanément dans des millions de cellules individuelles. A titre 

d’exemple, le CyTOF a permis de montrer de façon intéressante qu’une sous-population de 

lymphocytes T CD4 mémoires exprimant fortement le marqueur CD127 pouvait être infectée par le 

VIH mais de façon non-productive (Cavrois et al., 2017). Elle a également permis de confirmer qu’une 

sous-population de lymphocytes T CD4 exprimant les marqueurs CD32a, LILRA2, CD57 et NKG2C était 

plus sujette à l’infection persistante par le VIH, la caractérisation fine de ces cellules latentes étant un 

enjeu majeur à la guérison complète des patients infectés (Coindre et al., 2018).    

Une autre approche que nous projetons d’utiliser afin de compléter notre étude est la 

technologie « Digital Gene Expression », plus couramment appelé « DGE-Seq ». Il s’agit d’une 
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technique s’apparentant au « RNA-seq » visant à rechercher des différences dans les niveaux 

d’expression de gènes entre différents échantillons (pour revue (McDermaid et al., 2018)). Dans le 

cas du « DGE-Seq », le séquençage des gènes se fait en 3’, ce qui nécessite une couverture de 

séquençage moins importante qu’un « RNA-Seq » classique. D’autre part, chaque séquence est 

couplée à un code barre, ce qui permet le multiplexage de plusieurs échantillons et donc une 

économie certaine. Cela permet d’envisager le criblage d’un nombre de patients plus important. 

Dans notre cas, nous comparerons les profils transcriptomiques des monocytes/macrophages du 

sperme de patients séronégatifs et de patients VIH+ avec ceux du sang. Cette analyse 

transcriptomique nécessite un isolement en amont des cellules d’intérêt que nous réaliserons par 

FACS sur la base des marqueurs choisis pour discriminer la population de monocytes/macrophages. 

La limite principale de cette approche réside dans cette étape de tri, puisque les cellules séminales 

restent peu nombreuses. De ce fait, il ne sera pas possible d’isoler les cellules infectées, trop rares, 

afin d’étudier de façon spécifique leur profil.   

Ces deux approches, CyTOF et DGE nous obligent à travailler avec a priori, ce qui signifie qu’on 

travaille sur des populations cellulaires que l’on sélectionne sur la base d’expression de marqueurs 

choisis et que l’on considère comme homogènes. A ce titre, l’idéal serait d’utiliser des approches 

totalement non biaisées, telle que le single-cell RNA-Seq (scRNA-Seq), qui bien que couteux, pourrait 

permettre de déterminer si le profil transcriptionnel de monocytes, macrophages ou lymphocytes 

séminaux infectés diffère de ceux non-infectés, et si oui sur la base quel(s) marqueur(s). En effet, une 

étude très récente a par exemple démontré par une approche de scRNA-Seq que la réactivation du 

VIH dans ces cellules latentes s’accompagne d’un changement de programme transcriptionnel 

(signature de 134 gènes), illustrant ainsi l’hétérogénéité existante entre cellules infectées et non 

infectées en terme d’expression génique (Golumbeanu et al., 2018).  

Enfin, et d’un point de vu plus global, notre étude portant sur la caractérisation des leucocytes 

séminaux sera complétée par des analyses des spermes de patients infectés ou non, du contenu en 

cytokines via des approches de dosages multiplex (type Luminex) et par la recherche de co-infections 

qui peuvent avoir un impact sur le phénotype des cellules séminales en modifiant potentiellement 

l’environnement inflammatoire local. 
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Mon travail de thèse fournit de nouvelles données concernant la transmission du VIH-1 au 

niveau colorectal par les cellules infectées du sperme et concernant l’effet de ce fluide sur cette 

transmission. Les résultats obtenus démontrent, pour la première fois, la capacité de transmigration 

des cellules séminales à travers la barrière colorectale humaine. Ces cellules représentent donc des 

acteurs importants dans la transmission du VIH-1 au niveau de cette muqueuse. D’autre part, nos 

données sont en faveur d’un rôle « inhibiteur » du liquide séminal sur le passage par transmigration 

des cellules infectées. Bien que nous ayons identifié une expression diminuée des sous-unités 

composant la molécule d’adhésion LFA-1 lors de l’exposition des macrophages au LS, l’ensemble de 

mon travail ne permet pas d’identifier clairement les molécules mises en jeu dans ces phénomènes. 

Une caractérisation fine des cellules séminales et un approfondissement des connaissances sur les 

mécanismes d’adhésion en jeu sont une priorité afin de dégager de potentielles nouvelles cibles 

thérapeutiques. Il apparait évident aujourd’hui que dans le cadre de nouvelles stratégies vaccinales, 

l’inhibition de la transmigration de cellules infectées sera à prendre en compte afin de prévenir la 

transmission muqueuse du VIH-1.   
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A B S T R A C T

Sexually transmitted viruses infect the genital and colorectal mucosa of the partner exposed to contaminated

genital secretions through a wide range of mechanisms, dictated in part by the organization of the mucosa.

Because understanding the modes of entry into the organism of viruses transmitted through sexual intercourse is

a necessary prerequisite to the design of treatments to block those infections, in vitro modeling of the trans-

mission is essential. The aim of this review is to present the models and methodologies available for the in vitro

study of the interactions between viruses and mucosal tissue and for the preclinical evaluation of antiviral

compounds, and to point out their advantages and limitations according to the question being studied.

1. Introduction

The objective of this review is to present the methodologies avail-

able for the in vitro study of how sexually transmissible viruses enter the

human organism and to describe their advantages and limitations ac-

cording to the question to be studied. In vitro approaches are essential to

the study of the sexual transmission of pathogens for several reasons: (i)

through the use of human primary cells and human tissues, they bring

us closer to the physiology and specificity of humans, thus differing

from animal models, especially rodents, which cannot be directly ex-

trapolated to humans and require cross-validation studies; (ii) in vitro

analysis enables sequential dissection of the events leading to mucosal

infection, from the mechanisms of crossing the epithelial barrier to host

recognition of pathogens, induction of the local immune response, and

finally infection of the target cells; iii) modeling this transmission at the

mucosal level is an essential tool for developing and testing compounds

aimed at preventing it; (iv) the use of human cells and tissue responds

to societal ethical concerns about animal experimentation. Optimal use

of these models nonetheless requires a careful determination of their

advantages and their limitations.

After briefly describing the mucosal sites likely to be exposed to

viruses present in genital secretions and the different mechanisms of

infection, we will present a panorama of the in vitro study models

available. Finally, we will delineate in more detail the studies con-

ducted until now and the relevance of each model according to the

event sequence under study.

2. Mucosa exposed to viruses present in genital secretions

As a general rule, the organization and specific cell composition of

mucosa dictate the mechanisms of viral transmission. The types of

mucosa likely to be exposed to a sexually transmissible virus are single

or multiple layers of epithelial cells, more or less keratinized, that lie on

a lamina propria made up of fibroblasts, immune cells, and scattered

blood vessels bordered by endothelium and a deeper layer of muscle

cells. A thick mucus covers mucosal epithelial cells and thus represents

the first physical barrier to the exterior environment. The effectiveness

of the epithelial cell barrier varies according to its thickness and or-

ganization. By secreting cytokines, chemokines, and antimicrobial

compounds, epithelial cells also constitute a chemical barrier and thus

play a critical role in the organism's defense against pathogens (for

review (Nguyen et al., 2014)). These cells play a dual role, both re-

sponding directly to pathogens and signaling this aggression to the cells

of the innate and adaptive immune systems. Specifically, mucosal
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epithelial cells express, depending on their tissue origin, a repertoire of

pattern recognition receptors (PRRs) that enable them to recognize the

different antigenic stimuli to which they are exposed. Generally, PRR

recognition of a viral or bacterial antigen leads to the secretion of a

panel of proinflammatory cytokines (such as IL-6, IL-8, TNFα, and SDF-

1), of β-chemokines (MIP-1α and−1β) but also of IFNβ, which plays a

major role in the development of antiviral immunity (for review

(Nguyen et al., 2014)).

2.1. Female genital mucosal tissue

The vagina, ectocervix, and endocervix are the principal gateways

in women for viruses transmitted by semen. A stratified squamous

epithelium coats the mucosa of the vagina and of the ectocervix; its

thickness ranges from 15 to 30 cell layers and, for the vagina, varies

during the menstrual cycle. Memory T lymphocytes, mostly CD8+, and

Langerhans cells embedded in these epithelia play an important role in

viral transmission, especially of the human immunodeficiency virus

(HIV) (for review (Shattock and Moore, 2003)). The lamina propria of

these epithelia contains resident and recirculating (CD4 + CCR7 +

CD69-) memory T cells, monocyte-derived macrophages and dendritic

cells, while B lymphocytes and NK cells are rarer there (Shen et al.,

2009; Swaims-Kohlmeier et al., 2016; Trifonova et al., 2014). Dendritic

cells are mostly myeloid, with a CD11b + CD14 + mucosal phenotype

that differentiates them from conventional dendritic cells (Duluc et al.,

2013; Rodriguez-Garcia et al., 2017; Shen et al., 2014a, b) and express a

particular C-type lectin, DC-SIGN, which plays a primordial role in the

capture and transmission of several infectious agents, including HIV

and cytomegalovirus (CMV) (Trifonova et al., 2014). Typically, the

mucosal concentration of immune cells is clearly lower in the vagina

and the ectocervix than in the endocervix or endometrium.

A simple columnar epithelium coats the mucosa of the endocervix

and the endometrium; underneath are present numerous lymphoid

clusters composed of B lymphocytes surrounded by CD8+ T lympho-

cytes, a halo of macrophages and scattered CD4+ T lymphocytes,

preferentially Th17, dendritic cells, and numerous NK cells (Nguyen

et al., 2014; Rodriguez-Garcia et al., 2014, 2017). The specific ex-

pression of CD103 by dendritic cells of the endometrium may play a

critical role in maintaining immune tolerance in the uterus (Rodriguez-

Garcia et al., 2017; Stary et al., 2015). Unless an embryo is implanted,

the endometrial mucosa is eliminated at the end of each menstrual

cycle, thereby transiently enabling the deepest layers of the en-

dometrium to be exposed to pathogenic agents.

Between the ectocervix and the endocervix lies the transformation

zone, expressed histologically by an abrupt change in the epithelial

surface, from stratified to simple. The mucosa of the transformation

zone contains the most immune cells of any site in the female genital

tract and is therefore considered to be most sensitive to infection by HIV

and papillomaviruses (HPV) (Pudney et al., 2005).

2.2. Male genital mucosal tissue

The foreskin and the penile urethra are the two entryways for

sexually transmitted infections in men (Pudney and Anderson, 2011).

The foreskin is coated by a stratified keratinized epithelium, least

keratinized on the internal face in contact with the glans (Ganor et al.,

2010), in which Langerhans cells and numerous memory CD8 + T

lymphocytes are embedded. The immune cells in the lamina propria are

mostly macrophages and memory T cells, essentially CD8 + (Anderson

et al., 2011). The penile urethra, coated by a columnar, nonkeratinized,

pseudostratified epithelium, evolves toward a nonkeratinized and then

keratinized stratified epithelium at the distal urethral meatus. Macro-

phages, memory CD8+ T lymphocytes, and Langerhans cells are em-

bedded in the stratified epithelium. NK cells, memory CD4+ and

CD8+ T lymphocytes, and naive T lymphocytes are present in the la-

mina propria of the pseudostratified epithelium (Nguyen et al., 2014).

Most T lymphocytes in the lamina propria or infiltrating the urethral

epithelium have a memory phenotype and express CD103 (αEβ7 in-

tegrin) an adhesion molecule that enables lymphocytes to adhere to

epithelial cells (Pudney and Anderson, 2011). Dendritic cells are not

found in the urethral mucosa.

2.3. Anal and colorectal mucosal tissue

The anal mucosa is formed by a stratified keratinized epithelium.

The colorectal mucosa, located just above the anal mucosa, is formed by

a simple columnar epithelium. Numerous immune cells are sparsely

distributed in the lamina propria of this epithelium: CD4+ and CD8+

T lymphocytes and B lymphocytes, NK, dendritic and Langerhans cells,

as well as numerous CD14+ CD68+ CD163+ DC-SIGN+ macro-

phages with an M2 (anti-inflammatory) phenotype. T lymphocytes

population is particularly dense in area of lymphoid aggregate. T

lymphocytes essentially CD8+ are additionally located sparsely in-

traepithelially. These numerous immune cells make this mucosa a pri-

vileged site for the entry of viruses targeting immune cells, such as HIV

(Cerf-Bensussan and Guy-Grand, 1991; Isidro and Appleyard, 2016;

Preza et al., 2014). Between the mucosa of the anus and that of the

colon, the epithelium of the transformation zone or anorectal junction

is stratified and nonkeratinized.

2.4. Modes of infection of mucosa exposed to genital secretions (Fig. 1)

Sexually transmissible viruses, such herpes simplex viruses (HSV) or

papillomaviruses, can productively infect the epithelial cells that cover

mucosal tissues. To propagate the infection to subepithelial targets,

viruses that do not productively infect epithelial cells (e.g., HIV or the

human T-cell lymphotrophic viruses HTLV-1 and 2) require either im-

pairment of the integrity of the epithelial barrier or establishment of a

mechanism of infection that will override this barrier. Accordingly, the

virus may reach the subepithelial target cells by: i) simple diffusion

across breaches that result from micro-abrasions of the epithelial bar-

rier during sexual intercourses or the presence of inflammation asso-

ciated with a prerequisite infection of the mucosa; ii) capture of viral

particles by extensions of submucosal dendritic cells, which thus par-

ticipate in both submucosal and systemic viral dissemination; iii) active

passage of infected cells between epithelial cells by transmigration,

without impairment of the integrity of the epithelial barrier; iv) trans-

cytosis across the epithelial barrier of viral particles, either free or from

infected cells, that is, the polarized, vesicular transport of viral particles

inside epithelial cells, from the apical towards the basal pole, without

productive infection of the cell being crossed (for review, (Anderson

et al., 2010; Shen et al., 2014a, b)).

Despite the expression of tight junctions between epithelial cells,

simple epithelia are thinner and more fragile than stratified epithelia

and thus more susceptible to breach formation. Inversely, fainter

junctions are observed in stratified epithelia; these promote epithelial

infiltration by immune cells, which may be the targets of viruses such as

HIV and thus contribute to the propagation of viral infection.

The effect of hormones on mucosal tissues, their microbiota, and

their exposure to genital fluids during sexual relations are all factors

that can influence their infectivity (Burgener et al., 2015). For example,

semen stimulates proinflammatory cytokine production by female epi-

thelial cells and thus promotes the activation and recruitment of im-

mune cells, which are potential targets of pathogens (Doncel et al.,

2014, 2010). Mucosal exposure to genital fluids may also modulate

expression of adhesion molecules expressed by epithelial cells, in-

cluding the tight junction proteins such as ZO-1 and claudins (Lawrence

et al., 2012; Mullin et al., 2017). Several cationic peptides present in

semen increase the infectivity of HIV and CMV in vitro by promoting

viral attachment to cells through electrostatic interactions (Munch

et al., 2007; Roan et al., 2014). However, in HIV infection this effect is

counteracted by CCL5, a chemokine increased in the semen of HIV-
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infected men and that inhibits viral entry into CD4+CCR5+ T lym-

phocytes (Camus et al., 2016). Moreover, other substances in semen

such as clusterin and mucin 6 inhibit the HIV binding to dendritic cells

mediated by DC-SIGN (Sabatte et al., 2011; Stax et al., 2009). Thus

genital secretions, via their effects on pathogens, epithelial cells, and

mucosal immune cells, can influence infection.

3. Panorama of different types of in vitro study models

We present below a general description of the different models that

have been developed for the in vitro study of mechanisms of mucosal

infection by sexually transmissible viruses (Fig. 2).

3.1. Cultures of immortalized epithelial cells

The cell lines used to study the infection of mucosal tissue are either

epithelial cells isolated from an adenocarcinoma (e.g., HeLa cervical

cells) or cell lines immortalized by transduction with a retroviral vector,

such as endometrial HEC-1, endocervical End1/E6E7, colorectal Caco-

2. The advantage of these cell lines is that they are well characterized,

standardized, and, unlike all primary models, an easily accessible bio-

logical material. Moreover, it is simpler to experiment gene silencing by

siRNA or gene overexpression in cell lines than in primary cells, al-

though the new gene editing technology CRIsP/Cas9 has now greatly

eased gene manipulation in primary cell culture.

Some epithelial cell lines allow the formation of a monolayer of fully

Fig. 1. Mechanisms underlying mucosal transmission of sexually transmitted virus. (A) Infected cells or viral particles may cross the epithelial barrier through breaches; (B) Infected cells

may migrate between epithelial cells to infect susceptible host cells in the lamina propria (transmigration) without disrupting the barrier; (C) Sub-mucosal dendritic cells in columnar

epithelia or dendritic cells embedded in stratified epithelia may capture luminal virions through their projections across the epithelia and transmit them to target subepithelial cells. (D)

Viral particles transcytosis of free virions or virions budding from infected cells to infect target cells in the sub-mucosa. (E) Productive infection of epithelial cells. (F) Sub-mucosa

infection dissemination by cell-to-cell transfer.

Fig. 2. In vitro culture systems of columnar and stratified mucosal epithelia. (A) Cellular culture system: Primary or immortalized cells are plated on a semi permeable insert. When seeded

in specific conditions, they may allow the formation of a monolayer of fully differentiated and polarized epithelial cells. Primary or immortalized cells, adherent or not, can be added in

basal supernatant. (B) 3D reconstructed system: Primary or immortalized cells are cultured several days on a matrix of collagen and fibroblasts feeder cells intending to mimic the mucosal

lamina propria. The matrix/epithelial cell assemblage is then placed at the air-liquid interface or is submerged. The epithelial cells then stratify and differentiate into an epithelium

mimicking that of the tissue of origin. Improved models integrate the immune cells physiologically embedded among these epithelial cells. (C) Polarized organotypic culture system:

Tissue fragment is placed, apical face up, on porous membrane (or gelfoam) in a two-chamber system and cultured at the air-liquid interface. The explant is surrounded by 3% agarose

and/or a cylinder fixed by surgical glue on epithelial face allowing the polarized deposit of compounds/virus.
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differentiated and polarized epithelial cells. This generally requires

culture for 8–10 days at confluence on semi-permeable inserts, coated

or not by a matrigel-type protein support. When the cells reach con-

fluence, they begin to differentiate and become polarized. The polar-

ization of the epithelial cell culture is verified by measuring transe-

pithelial resistance with an ohmmeter, visualizing tight junction

expression, or testing the extracellular passage of high molecular

weight compounds, such as dextran.

3.2. Primary cultures of epithelial cells

The use of primary cells, isolated from fresh tissues, eliminate po-

tential artefacts associated with the use of immortalized cultures.

Epithelial cells are isolated by enzymatic digestion of the tissue,

sometimes associated with mechanical digestion (for review (Kaushic

et al., 2011)). Some isolated epithelial cells can be cultivated in po-

larized monolayers and kept in culture for around two weeks. This

polarization can be more difficult to obtain than in cell lines (Bomsel

and Alfsen, 2003), since the purification of primary cells can compro-

mise the function of the epithelial barrier and prevent the reformation

of the tight junctions necessary for polarization.

3.3. Co-culture of epithelial cells with cells from genital secretions or from

the lamina propria

Classically, in a two-chamber culture system, a second cell type is

added to a confluent culture of primary epithelial cells or an epithelial

line (polarized or not) grown on a semipermeable insert. Co-culture

systems for epithelial cells and leukocytes (either primary cells or cell

lines) added apically in the insert, have thus been developed to mimic

the contacts between the epithelial cells and the cells present in the

donor's secretions (Lawrence et al., 2012). There are also systems where

the two types of co-cultured cells are adherent, e.g. epithelial and

dendritic cells to study interaction with submucosal immune cells

(Cavarelli et al., 2013). In the latter case, after polarization of the

epithelial cells on the insert, the culture chamber is turned over and the

dendritic cells deposited on the opposite side of the insert. After several

hours, when the dendritic cells have adhered to the insert, the system is

returned to its initial position, with the epithelial cells resting on the

basal face of the insert and the adherent dendritic cells under the insert

and thus under the basal face of epithelial cells.

3.4. 3D reconstructed stratified mucosa

3D reconstructions aim to mimic the characteristics of the stratified

mucosal epithelia of the vagina, ectocervix, foreskin, or urethra. These

models involve culturing primary or immortalized epithelial cells for

several days on a matrix of collagen and fibroblast feeder cells, before

placing at the air-liquid interface or submerged. The epithelial cells

then stratify and differentiate into an epithelium mimicking that of the

tissue of origin (for review (Andrei, 2006)). Improved models integrate

the immune cells physiologically embedded among these epithelial

cells, such as dendritic cells, Langerhans cells, or macrophages, which

are added at the moment of the matrix/epithelial cell co-culture

(Bouschbacher et al., 2008; Ganor et al., 2013, 2010; Sivard et al.,

2004). It generally takes 5–8 weeks to obtain a complete reconstruction

with a polarized stratified epithelium. Compared with organotypic

cultures (see next paragraph), these 3D reconstructed models have

homogeneous epithelial barriers, and the tissue architecture can be

maintained intact long enough to study their infection. Nonetheless,

they lack the physiological value of organotypic cultures because they

are composed of a mixture of primary and immortalized cell popula-

tions, often derived from different sources.

3.5. Organotypic cultures

Organotypic cultures are the most integrative and physiological

model available today for researchers to study the mechanisms of the

sexual transmission of viruses in vitro. Organotypic culture models exist

for foreskin, ectocervix, endocervix, vagina, and colorectal tissue.

Fragments of tissue containing both epithelium and submucosa are

obtained after surgery and cut into small blocks of several mm2 each to

avoid anoxia at the center. The tissue is cultured most often at the air-

liquid interface on porous membranes of polycarbonate or collagen in

two-chamber systems or on gelatin sponges (gelfoam). To mimic the

mechanisms of viral dissemination most accurately the tissue can be

oriented with the epithelial face up and the submucosal face in contact

with the membrane or gelfoam and the explant surrounded by agarose

(Collins et al., 2000; Kolodkin-Gal et al., 2013; Maher et al., 2005;

Tugizov et al., 2011) or by a cylinder attached with surgical glue to the

epithelial face of the tissue (Cavarelli et al., 2013; Ganor et al., 2013,

2010; Shen et al., 2010, 2009; Tsilingiri and Rescigno, 2012), so that

only the epithelial face is exposed to the virus.

The major advantage of organotypic cultures is that they preserve

the original tissue architecture. Nonetheless, the maintenance of this

architecture may be very short, due to limited survival of some cell

types which are less well "fed" than in the 2D culture system, either

because of more restricted access to nutrients, or because the culture

medium used must be a compromise between the needs of the different

cell types. The period that the explant's epithelial barrier integrity re-

mains intact therefore varies quite substantially according to tissue

origin and culture medium enrichment. As a general rule, the most

superficial strata of stratified epithelia are lost by 24–48 h after the

culture starts (Collins et al., 2000; Maher et al., 2005). Moreover, the

immune cells embedded in these epithelia begin to emigrate outside the

tissue almost immediately. Concerning the mucosa with simple epi-

thelium, it exists a hide heterogeneity depending on tissue: en-

docervical epithelia remain intact in the culture for 4–6 days (Maher

et al., 2005), but colon epithelia are much more fragile, remaining in-

tact for no more than 6 h of culture in standard conditions (conven-

tional incubator) (Cavarelli et al., 2013; Fletcher et al., 2006; Kolodkin-

Gal et al., 2013) and 24 h in an O2 enriched atmosphere (Dezzutti et al.,

2014). In all cases, the integrity of the tissue depends on extremely

rapid culturing after the surgical excision. Finally, an important lim-

itation to the use of all primary models is the supply of human tissue,

which can be rare or irregular, and submitted to agreement by ethic

committees.

4. Choice of models according to the questions to be studied

Through examples illustrating results obtained from various models,

this section seeks to highlight the advantages and limitations of each of

these models for studying the different stages of mucosal transmission

of pathogens.

4.1. Study of the viral source in genital secretions

Contamination of genital secretions by viral particles and/or in-

fected cells is responsible for the transmission of the virus to the mucosa

of the sexual partner. One unresolved question under study, however, is

how the virus reaches the genital secretions. This question is particu-

larly pregnant for semen, which is an important vector for many

viruses. It was long thought that the viruses present in the semen come

from the passive distribution of viral particles and infected cells from

the circulating blood, but it has now been established that this is not the

only source. Phylogenetic analyses in men with HIV have showed that

around 60% of them have viral populations in the semen that are dis-

tinct from those in their blood (Houzet et al., 2014). Another issue

concerns viral persistence in semen despite negative or undetectable

viremia. HIV persists in the semen of some patients receiving effective
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antiretroviral treatment, and the Ebola and Zika viruses can last for

several months in the semen of men who have recovered. These facts

indicate the existence of local sources, which must be elucidated to

determine the origin of these viruses in semen. Ex vivomodels of human

tissue are extremely useful for testing semen-producing organs per-

missiveness to viruses, given that it is impossible to study the organs of

the genital tract of infected men. We thus demonstrated ex vivo infec-

tion by HIV with explants of the human testes, prostate, and seminal

vesicles in organotypic culture models and identified the types of cells

infected (Deleage et al., 2011; Le Tortorec et al., 2008; Roulet et al.,

2006). It is nonetheless important to validate results obtained ex vivo by

in vivo approaches in animals, which also enable the simultaneous study

of the infection of local sources and of the semen (Matusali et al., 2015).

4.2. Study of the mechanisms of infection of the epithelial barrier

A polarized primary culture of epithelial cells is an interesting

model for studying infection of simple epithelia. MacDonald et al. and

Nazli et al. developed polarized primary cultures of endometrial and

endocervical epithelial cells to study their infection by HSV-2

(MacDonald et al., 2007; Nazli et al., 2009). A polarized monolayer was

exposed to the virus, and the cells' permissiveness to infection assessed

by measuring viral release in the basal supernatant and microscopic

observation of infected cells. This simplified model allowed them to

study the direct effect of a variety of factors that might modify epi-

thelial cell susceptibility to infection, such as variations in sex hormone

levels (progesterone) or antiviral compounds (MacDonald et al., 2007;

Nazli et al., 2009).

Nonetheless, the use of genital epithelial cells in primary cultures or

from cell lines has produced divergent results for HIV infection

(Greenhead et al., 2000; Howell et al., 1997). Based on in vivo studies of

simian models, the current consensus is that HIV does not productively

infect the epithelial cells of either vaginal or rectal mucosa (Hu et al.,

2000; Miller and Hu, 1999; Ribeiro Dos Santos et al., 2011; Salle et al.,

2010). The discordant results about the productivity of infection for the

same primary cell or cell line cultures may be associated with variations

in the infection protocol (viral strain, quantity of inoculated virus, and

time of exposure), primary cell isolation process (loss of membrane

receptors for virus needed for virus entry during the tissue dissocia-

tion), and the degree of cell polarization. More broadly, it must be

borne in mind that immortalized cells do not preserve all the mor-

phologic and biochemical characteristics of the tissue's primary cells.

Transformed cell lines differ greatly from primary cells in their lipid

and protein composition and their glycosylation profile (Bomsel and

Alfsen, 2003). These differences can influence or even modify the me-

chanisms of viral entry and cell infection, compared with the situation

in vivo. Accordingly, although essential to the study of the mechanisms

of infection and the passage of different viruses, the simplified models

of isolated culture of primary epithelial cells or of cell lines require

validations in more integrated models.

3D reconstructed culture models have improved our understanding

of the early phases of HSV infections in stratified genital epithelia

(Meyers et al., 2003; Visalli et al., 1997), where the expression program

of the epithelial cells differs according to the position of their stratum.

For example, using a 3D culture model of primary epithelial cells of the

foreskin and cervix on a matrix of collagen containing a murine fibro-

blast cell line, Visalli et al. showed that productive HSV-1 infection

occurred exclusively in the most basal layers of the epithelium. 3D

culture models of genital epithelial cells also enabled considerable

progress in the study of HPV infections, whose replication cycle de-

pends strongly on the differentiation of the host epithelial tissue. Epi-

thelial cell infection is reproduced by seeding epithelial cells from

biopsies of infected patients, or by transfection of epithelial cells with

the HPV genomic DNA, or finally with HPV immortalized epithelial cell

lines (for review (Bodily et al., 2006)). In the latter case, differentiation

of the epithelium leads to the formation of different grades of

neoplasms, similar to that observed in vivo, and can thus be used to

study cancer progression (e.g., by studying the capacity of mononuclear

allogenic blood cells to migrate in a preneoplastic or neoplastic epi-

thelium). This model also makes it possible to reproduce the different

stages of the HPV life cycle, including episomal maintenance of the

viral genome, genome amplification, and differentiation, which de-

pends on the expression of viral genes. It thus enabled the first in vitro

production of HPV virions (Dollard et al., 1992; Meyers et al., 1992).

Several studies have thus used this model to test the effectiveness of

compounds for treating HPV infection (for review (Andrei, 2006)).

Thanks to a more integrative model of organotypic cultures of ecto- and

endocervical explants, Horbul et al. demonstrated that HSV-2 infection

of genital epithelial cells is cytolytic, induces inflammation of the mu-

cosal tissue, and thereby promotes infection of the genital mucosa by

HIV-1 (Horbul et al., 2011). A considerable limitation of this type of

model for studying infection of a stratified epithelium is the loss of the

stratification after a few days (e.g.,<6 days for the ectocervical epi-

thelium in the study by Horbul et al.).

4.3. Analysis of mechanisms for crossing the epithelial barrier in the absence

of productive infection of epithelial cells

Numerous sexually transmissible viruses can cross the epithelial

barrier without infecting it productively. As pointed out above (Section

2.4 on the mode of infection of mucosa exposed to genital secretions),

these viruses use diverse strategies to reach submucosal target cells. In

this section, we will look at the in vitro models developed to study these

different mechanisms for crossing the epithelial barrier.

4.3.1. Analysis of the formation of epithelial breaches

The most common and easiest access for a virus or infected cells to

subepithelial target cells is the infiltration through breaches in the

epithelium. These can be induced mechanically by sexual intercourses,

or may result from a pre-existing genital infection, or be generated by

the virus itself. Inflammation of the mucosa induced by a bacterial or

viral infection results in an influx of immune cells and proinflammatory

cytokines, which can impair the epithelial barrier and thereby render

the subepithelial mucosal cells accessible to other pathogenic agents.

Some viruses, such as herpesvirus, directly affect epithelial cells by

inducing herpetic ulcerations. Nazli et al., studied the capacity of HIV to

engender breaches (Nazli et al., 2010, 2013), using a model of polarized

primary epithelial cells from the endometrium and cervix, cultured on

matrigel, and polarized T84 cells (intestinal cell line). They showed that

exposure to HIV particles impaired the integrity of these epithelial

monolayers, as demonstrated by a decrease in transepithelial resistance,

a loss of junction protein expression, and greater permeability of the

epithelial barrier to dextran. These simplified models of the epithelial

barrier made it possible to understand the mechanism of this impair-

ment, and neutralization experiments demonstrated that the virus en-

velope protein (gp120) generates impairment of the epithelial barrier

by inducing epithelial cells to secrete TNFα (Nazli et al., 2010). As in all

in vitro studies, it is also important to consider the dose and strain of

virus used in interpreting the results, to determine if they correspond to

a realistic exposure.

4.3.2. Analysis of the capture of viral particles by mucosal immune cells

Another means for pathogens to gain access to subepithelial target

cells is to be captured by the dendritic cells or Langerhans cells em-

bedded in the stratified epithelia or simply present at the basal pole of

the simple epithelia.

To study this phenomenon in columnar epithelium, Cavarelli et al.

(2013) developed two models. The first model consisted of a co-culture

on a semipermeable insert of a polarized colorectal epithelial cell line,

Caco-2, and dendritic cells cultured under the insert, at the basal pole of

the epithelial cells (Fig. 2 describes the set-up of such a system). The

virus is then deposited at the apical surface of the epithelial cells. After
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several hours of exposure, the epithelial barrier is observed by confocal

microscopy, which allows in-depth visualization of the cell layer. This

model made it possible to show that HIV induces dendritic cells to

migrate towards the apical side of the epithelium. Given that the mi-

grating dendritic cells were isolated from blood rather than a tissue, the

physiological relevance of this simplified model may be questionable.

Nonetheless, these observations were validated with a more integrative

model of a colorectal tissue explant culture, in which the polarized

exposure of the colorectal epithelium to HIV particles also induced

mucosal antigen-presenting cells to be attracted toward the apical pole

of the epithelial cells and to capture viral particles (Cavarelli et al.,

2013).

To analyze how dendritic cells embedded in the stratified epithelia

are involved in viral transmission, Ganor et al. (2010) developed an

organotypic foreskin mucosal culture. It enabled the authors to observe

with fluorescence microscopy that polarized exposure of the internal

epithelial mucosa of the foreskin to blood leukocytes strongly infected

by an HIV-1 strain induced rapid modification of the spatial distribution

of intraepithelial Langerhans cells, which moved closer to the epithelial

surface; it also induced the formation of Langerhans cell–T-cell con-

jugates at the level where the viral particles were observed. None-

theless, the major limitation of stratified organotypic explant models is

their rapid loss of the tissue's structural and morphologic integrity,

together with the migration of the intraepithelial immune cells outside

the explant several hours later. It then becomes impossible to distin-

guish between the migrant cells of intraepithelial origin and the im-

mune cells of the stroma. The observation of later infection events

therefore requires the development of other models, more stable but

less close to in vivo conditions. 3D reconstructed models of stratified

mucosal tissue of the vagina (Bouschbacher et al., 2008; Sivard et al.,

2004) and the foreskin (Ganor et al., 2010) into which Langerhans cells

were integrated are particularly appropriate for this purpose and allow

a longer-term view of the role of dendritic cells in the establishment of

this infection in these mucosal tissues. For example, Sivard et al. in-

tegrated into their 3D reconstructed model of vaginal mucosa some

Langerhans cells, differentiated from CD34+ hematopoietic progenitor

cells isolated from umbilical cord (Sivard et al., 2004). In this system,

the authors were able to show, 48 h post-infection, the presence of viral

DNA in the Langerhans cells as well as the complete inhibition of their

infection in the presence of a reverse transcriptase inhibitor.

Hladik et al. (2007) developed an original model of culture of va-

ginal epithelial sheets (Ballweber et al., 2011), by separating the epi-

thelial strata from the lamina propria by microdissection and EDTA

treatment. The major interest of this model is that it enables the tar-

geted study of the infection of intraepithelial immune cells without

having to deal with the problem of immune cell emigration out of the

tissue, since in the absent of submucosa, the only cells to emigrate come

from the epithelial layer. Hladik et al. (2007) were thus able to observe

by confocal microscopy the attachment and entry of viral particles into

the CD4+ T lymphocytes and intraepithelial Langerhans cells of the

vaginal mucosa. Several years later, this team improved the system by

polarizing the infection to the apical face of the epithelial sheet. By

showing that the proviral DNA was not integrated, they demonstrated

that the intraepithelial Langerhans cells are not capable of productive

infection by HIV, but do play a role in viral dissemination, as shown by

the infection tests in a co-culture of CD4+ T lymphocytes (Ballweber

et al., 2011).

4.3.3. Analysis of viral passage by transcytosis

Transcytosis is the polarized transport of virus into the interior of

epithelial cells, from the apical to the basal pole, without productive

infection of the host cell. The virus endocytosed by the epithelial cells

can come from a free virus source or be viral particles released by in-

fected cells that form virological synapses at the apical pole of epithelial

cells. This mechanism of viral transmission in the genital or colorectal

mucosa was described for HIV in vitro for the first time by Bomsel

(1997). These authors, and other teams, have confirmed passage

through the epithelium by transcytosis for HIV and other retroviruses in

other in vitro or ex vivo models, but it has never been demonstrated in

vivo (Alfsen et al., 2005; Bobardt et al., 2007; Bomsel et al., 1998, 2007;

Hocini et al., 2001; Martin-Latil et al., 2012; Shen et al., 2010; Stoddard

et al., 2009). HIV transcytosis has thus been shown in polarized cultures

of immortalized epithelial cell monolayers derived from the intestines

(I407), colon (HT29, Caco-2), and endometrium (HEC1) as well as in

polarized cultures of primary vaginal and endocervical cells in mono-

layers, exposed either to HIV viral particles or to HIV-infected leuko-

cytes during a period too short for the productive infection of epithelial

cells. The passage of the virus through the epithelial barrier was de-

monstrated as early as 30 min after exposure, by measuring p24 viral

proteins in the supernatant of the basal culture, by infectivity tests of

reporter cells, and by observation of cell infection by electron micro-

scopy. The viral particle internalization kinetics was assessed by mea-

suring the p24 viral proteins in the lysed epithelial cells. Viral passage

was inhibited at 4 °C and by irreversible microtubule depolymerization.

Demonstration of the transcytosis of viral particles imperatively re-

quires ensuring that the epithelial layer is sealed tight, by verifying the

maintenance of transepithelial resistance, the absence of paracellular

passage of extracellular markers (e.g., [14C]inulin or FITC-BSA) and the

continued expression of tight junction proteins such as ZO-1, to prevent

the passage of viral particles by a paracellular mechanism. Despite

several discordances linked to the use of different infection protocols

(virus concentration and time of viral exposure), these studies allow

two conclusions: 1) the effectiveness of transcytosis is greatest when the

epithelial cells are exposed to infected cells rather than to free viral

particles, and 2) virological synapses form between infected leukocytes

and epithelial cells (Alfsen et al., 2005; Bomsel, 1997; Hocini et al.,

2001). Although this viral transmission mechanism has been clearly

shown in vitro in monostratified cell culture models, its existence in vivo,

or at the very least, in more physiological ex vivo models, remains to be

demonstrated.

The confirmation of transcytosis in more integrative model of mu-

cosal explants, as suggested by the results of Shen et al. (2010, 2009) in

cultures of rectal or vaginal explants, is complicated by the possibility

of viral transport by "Trojan horse" cells, either present in the mucosa or

embedded between the epithelial cells, such as macrophages or den-

dritic cells. This bias can be avoided by the use of integrative models

less close to the in vivo model but better controlled, such as 3D re-

construction models, where the cell types present can be selected ac-

cording to the study question. Bouschbacher et al. (2008) thus showed

that HIV particles do not pass through the stratified vaginal epithelium

in a 3D reconstructed model, with or without Langerhans cells em-

bedded in the epithelium. Using a 3D culture model of an ectocervical

epithelial sheet exposed in a polarized manner either to free HIV par-

ticles or to infected cells, Greenhead et al. (2000) did not detect in-

fection event in either the culture supernatant or the epithelial cells.

These 2 studies therefore suggest the absence of HIV transcytosis across

the stratified genital epithelia. Nonetheless, we cannot rule out the

possibility that the stages of enzymatic digestion necessary to establish

these models might engender the loss of expression of some membrane

markers necessary for the attachment and internalization of viral par-

ticles.

4.3.4. Analysis of the transmigration of infected cells across the epithelial

barrier

Transmigration is the active passage of infected cells between the

epithelial cells without the barrier rupturing. The simplest models,

which are also the fastest to set up for a study, are simple polarized

epithelial cell lines (Carreno et al., 2002; Chancey et al., 2006;

Lawrence et al., 2012). Accordingly, Lawrence et al. (2012) demon-

strated on a polarized monolayer of immortalized endometrial cells

(HEC-1) that monocytes and, to a lesser extent, CD4+ T lymphocytes,

are capable of transmigration. They deposited monocytes or

J. Frouard et al. Virology 515 (2018) 1–10

6



lymphocytes isolated from blood, infected in vitro and labeled, on po-

larized epithelial monolayers and assessed transmigration 24 h later by

scoring the number of labeled cells recovered in the system's basal su-

pernatant or by measuring the fluorescence intensity of this super-

natant. The major advantage of this simplified model of polarized im-

mortalized epithelial cells is that it allows easy apprehension of the

molecular mechanisms and environmental factors involved in the ad-

hesion of transmigrant cells to epithelial cells and their passage to the

subepithelial mucosa. Thus Lawrence et al. showed in their polarized

HEC-1 model that seminal fluid inhibits leukocyte transmigration

across the epithelial barrier. This effect is associated with increased

expression of ZO-1 junction proteins between epithelial cells and

greater leukocyte capacity to adhere to epithelial cells (Lawrence et al.,

2012). Nonetheless, although this simplified model is both a good ap-

proach and a useful method of molecular validation, it remains some-

what distant from the in vivo situation and glosses over the influence of

the tissue context on epithelial cell expression of adhesion molecules.

In the more physiological explant model, the transmigrating cells

labeled by a fluorochrome and deposited on the epithelial apical sur-

face, can be pursued in the tissue by fluorescent microscopy or flow

cytometry after enzymatic tissue dissociation (Kolodkin-Gal et al.,

2013; Maher et al., 2005). Its principal limitation is that it can keep the

epithelial barrier intact for only a short period, which varies by tissue

origin: around 24 h for colorectal, 48 h for ectocervical, and 4–6 days

for endocervical tissue, depending on the study and culture conditions.

The use of this model to observe transmigration events therefore re-

quires that the researcher rigorously ensure that the integrity of the

epithelial barrier is preserved for the time necessary for transmigration

(e.g., verification that labeled extracellular molecules have not passed

through). Accordingly, in 3D models of human ectocervical and en-

docervical explant cultures, Maher et al. (2005) used confocal micro-

scopy to observe the infiltration of seminal leukocytes into the most

external layers of the stratified ectocervical epithelium, but no in-

filtration into the endocervical epithelium; instead the seminal cells

were retained in the mucosal secretions, which thus seem to play a

protective role against infection in this model.

4.4. Study of the infection of subepithelial target cells and of response to

mucosal infection

Beyond the mechanisms for crossing the epithelial barrier, it is

primordial for developing prevention strategies to understand how the

infection settles into the mucosa (analysis of its target cells, their pro-

portion, location in the tissue, and susceptibility to infection) and the

consequences of this infection (cytopathic effect, establishment of a

local immune response).

The explant model, polarized or not, is a model of choice for

studying mucosal cells' susceptibility to the infection, to the extent that

the original tissue context and cytokine environment present in vivo can

be preserved for the time necessary to observe this infection. We cite

here, non-exhaustively, several explant models developed to analyze

the permissiveness to infection of mucosal cells of the female genital

tract (Collins et al., 2000; Fox-Canale et al., 2007; Greenhead et al.,

2000; Maher et al., 2005; Patterson et al., 2002; Shen et al., 2009), the

male genital tract (Fischetti et al., 2009; Ganor et al., 2013; Patterson

et al., 2002), or the colorectum (Fletcher et al., 2006; Kolodkin-Gal

et al., 2013). In these studies, tissue infection is determined by quan-

titative PCR measurement of the viral genome copies number in the

tissue (Fletcher et al., 2006; Patterson et al., 2002; Shen et al., 2009) or

the measurement of viral proteins released into the culture supernatant

(e.g., p24 for HIV) (Fischetti et al., 2009; Fletcher et al., 2006; Ganor

et al., 2013; Greenhead et al., 2000). The infected cell types can be

identified by flow cytometric analysis after enzymatic dissociation of

the tissue (Fox-Canale et al., 2007; Kolodkin-Gal et al., 2013), im-

munohistochemical co-labeling of cellular and viral protein markers

(Fox-Canale et al., 2007; Greenhead et al., 2000; Maher et al., 2005;

Shen et al., 2009), or detection of the viral genome in the mucosa cells

by in situ hybridization combined with immunohistochemical labeling

to identify infected cells (Patterson et al., 2002; Collins et al., 2000;

Deleage et al., 2011; Ganor et al., 2013, 2010; Le Tortorec et al., 2008).

Their identification can also be facilitated by inoculating the tissue with

a modified virus expressing a green fluorescent protein (e.g., CMV-GFP

(Fox-Canale et al., 2007)). In this model, it is possible to mimic immune

activation of the mucosal immune cells by adding PHA and IL-2 to the

culture medium for the entire culture period (Fischetti et al., 2009;

Greenhead et al., 2000), thereby increasing the infectivity of the mu-

cosal cells according to the tropism of the viral strain (Greenhead et al.,

2000). The analysis of the mucosal cells’ permissiveness to infection in

the explant model mandates verification that the virus's potential target

cells are adequately maintained along the culture. Observation of tissue

infection by some viruses, such as CMV, requires maintaining the cul-

ture up to 2 weeks (Fox-Canale et al., 2007). Moreover, some cell types,

especially Langerhans and dendritic cells, tend to migrate outside the

explant (Fischetti et al., 2009); it can thus be necessary to collect these

cells to analyze their infection.

In nonpolarized explant models (Fischetti et al., 2009; Fletcher

et al., 2006; Fox-Canale et al., 2007; Greenhead et al., 2000), infection

of subepithelial mucosal cells is facilitated by viral inoculation of the

explants during immersion and is not limited to the epithelial face of

the tissue. The major advantage of these nonpolarized explant models is

that they allow researchers to focus on early mucosal infection events in

an integrative model; they can bypass the stage of epithelial barrier

passage that requires more complex models to maintain the barrier

integrity. Recently, these models were used to assess the effect of hor-

mones in the female genital tract on its permissiveness to HIV infection

(Rollenhagen and Asin, 2011; Saba et al., 2010, 2013). These models

also make it possible to analyze the infection-induced immune activa-

tion, by measuring the cytokines produced by the tissue and released in

the culture supernatant or by determining mucosal immune cell phe-

notypes by flow cytometry or immunohistochemistry, and to test the

cytopathic effect of the virus on the mucosa (Fischetti et al., 2009). As

long as they are used within the limits of their validity, the models of

polarized explants, in which viral inoculation is limited to their epi-

thelial surfaces, provide a more physiological response about capacity

to transmit infection to mucosal cells (Ganor et al., 2010; Collins et al.,

2000; Kolodkin-Gal et al., 2013; Maher et al., 2005; Patterson et al.,

2002; Shen et al., 2009). For example, Shen et al. used polarized explant

models of vaginal and intestinal mucosal tissue to study the permis-

siveness to HIV of mucosal macrophages. While intestinal macrophages

remained insensitive to the infection, it was detected in the vaginal

macrophages after as little as 30 min of exposure to an R5 strain, and

this difference in permissiveness was linked to a phenotypic difference

between these cells in these two different tissues (Shen et al., 2009).

Nonetheless, as we mentioned above, the integrity of the epithelium

can only be maintained for a limited time, especially that of the simple

epithelia of the colon and must therefore be systematically validated.

The reproducibility of results obtained by the explant model is often

complicated by interdonor variability of tissues in terms, for example,

of hormonal and inflammatory status, history of sexually transmitted

diseases, or differences of proportions in the target cell populations

between the different tissue fragments.

4.5. In vitro testing of antiviral strategies

In vitro and ex vivo models of mucosa exposed to sexually trans-

missible viruses are an indispensable tool for preclinical evaluation of

the safety, efficacy, and formulation of local antiviral strategies. It is

essential to ensure that the substances tested do not induce tissue

toxicity that might weaken the epithelial barrier or induce mucosal

inflammation. It is also important to test the effectiveness of antiviral

agents in models that can mimic the physiological conditions during

which the risk of infection is greatest, that is, when the epithelial

J. Frouard et al. Virology 515 (2018) 1–10

7



barrier is compromised or in inflammatory situations.

Most of the studies thus far conducted have tested HIV compounds

in culture models of primary epithelial cells or cell lines or of re-

constructed 3D mucosal epithelium or tissue explants. The limitations

and advantages of these different models remain the same as they are

for analyzing viral transmission or mucosal cells' permissiveness to an

infection. Three D reconstructed epithelial mucosa culture models are

particularly appropriate for testing antiviral compounds against viruses,

such as alpha-herpesviruses or HPV, that infect epithelial cells (for re-

view (Andrei, 2006)) and for which no animal model are available.

Explants of cervical, vaginal, colorectal, and penile tissue are

models of choice for testing the anti-HIV activity of microbicides (re-

ferences in review (Dezzutti, 2015)). These models allowed researchers

to show that the prevention of HIV-1 infection in the mucosa by dif-

ferent viral entry inhibitors and non-nucleoside inhibitors requires a

dose several log10 higher than the doses required in traditional in vitro

tests with reporter cells (Fischetti et al., 2009; Fletcher et al., 2009;

Herrera et al., 2009, 2011).

Polarized explants present the clear advantage of enabling an as-

sessment of the efficacy of compounds, formulated most often in gel,

with an epithelial application that thus mimics the natural entry route

of the substances tested (Abner et al., 2005; Cummins et al., 2007).

They also allow testing the effect of genital fluids (semen and vaginal

secretions) on the distribution and effectiveness of drugs to be tested.

In recent years, another original mucosa culture model has been

developed and used in clinical trials. This ex vivo challenge model

consists in putting into culture colorectal, cervical, or vaginal biopsy

samples from participants who assiduously used an antiviral gel or

vaginal ring over a given period. The biopsy sample was then infected

ex vivo by HIV to assess the effectiveness of the microbicide treatment

(for reference, see (Dezzutti, 2015)). Setting up these trials demands

good logistic coordination between the clinic and the laboratory, but

enables a more physiological evaluation of microbicide effectiveness.

5. Conclusion

The numerous in vitro models of genital or colorectal mucosa have

provided vital information about the mechanisms by which sexually

transmissible viruses infect these mucosal tissues. This variety of

models is justified by the multiple mechanisms that can lead to mucosal

infection, each model being most appropriate for the study of one

mechanism in particular. By their simplicity and flexibility of con-

struction (e.g., variety of cell types involved, control of strains and viral

dose, and inclusion of environmental factors), these models have made

it possible apprehend the role of each cell type in viral transmission and

to dissect the innate immune response to the infection as well as the

influence of genital fluids (vaginal secretions and semen) and hormonal

status on its establishment. Today they are also indissociable from in

vivo studies for the elaboration of new strategies for local prevention.

These in vitromodels deserve greater use, especially to assess the impact

of local microbiota on the infectivity of mucosal tissue. Several clinical

studies indicate that modification of the vaginal or rectal microbiota,

called dysbiosis, influences the risk of transmission of sexually trans-

mitted diseases, with in particular an increase of more than 60% in the

risk of transmission in the presence of a microbiota characteristic of

bacterial vaginosis (for review (Burgener et al., 2015)). Recently, a 3D

reconstructed epithelial model was developed that simultaneously en-

abled colonization by bacteria of the vaginal microbiota and study of

the transmission of sexually transmissible pathogens (Pyles et al.,

2014).

Most recently, methods of 3D bioprinting have attracted the atten-

tion of interest by researchers in tissue engineering. This bioprinting

uses the technologies of computer-assisted printing to place — layer by

layer or point by point — cells, components of the extracellular matrix,

growth factors, etc., thus enabling the arrangement and assembly of live

biological structures in 2D or 3D with high reproducibility and

repeatability. This new technology, which is a major opportunity for

regenerative and reparative medicine, may also allow the manufacture

of tissue models, such as highly controllable and reproducible genital

and colorectal mucosa for pharmacological testing of the activity of

antiviral compounds (for review (Fricain et al., 2017)). Although the

bioprinting tissue models thus far developed do not yet satisfactorily

reproduce tissue complexity (Fricain et al., 2017), it is probable that the

development of bioprinting may in time supplant most existing in vitro

models.
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Le sperme est le principal vecteur de dissémination du VIH. La muqueuse colorectale exposée 

au sperme infecté lors de rapports anaux, aussi bien chez l’homme que chez la femme, représente le 

plus fort risque d’infection parmi toutes les voies de transmission sexuelle. Un nombre croissant 

d’études suggèrent que la transmission sexuelle du VIH via les cellules infectées présentes dans les 

sécrétions génitales du donneur serait plus efficace que par les particules virales libres. 

A ce jour, le rôle et les mécanismes de transmission des cellules infectées du sperme et 

notamment des monocytes/macrophages, population de cellules cibles majoritaires dans ce fluide, 

ont été très peu étudiés. De plus, l’effet potentiel du liquide séminal (LS) sur cette transmission est 

mal connu. Dans ce contexte, mes travaux de thèse se sont articulés autour de deux axes :  

(i) l’étude de la transmigration de monocytes et de macrophages dérivés du sang à travers 

l’épithélium colorectal et l’effet du LS sur cette transmigration et sur la barrière épithéliale elle-

même.  Nous avons ainsi montré la transmigration active et rapide de monocytes/macrophages à 

travers la barrière colorectale. Cependant, nous avons mis en évidence un effet inhibiteur du LS sur 

l’adhésion et la transmigration des monocytes et des macrophages à la barrière épithéliale 

colorectale, sans altération de cette dernière.   

(ii) la caractérisation des leucocytes présents dans le sperme d’hommes non infectés et infectés par 

le VIH-1, et leur comparaison aux leucocytes sanguins. Nous avons révélé que les 

monocytes/macrophages et lymphocytes séminaux sont capables d’une transmigration active et 

rapide à travers la barrière colorectale, au même titre que leurs homologues sanguins. Grâce à des 

analyses par cytométrie de flux, nous avons détecté à la fois des particularités (marqueurs 

phénotypiques, expression de récepteurs de chimiokines, marqueurs d’activation…) et similitudes 

(e.g. molécules d’adhésion) par rapport aux leucocytes sanguins. 

Ce travail fournit de nouvelles données sur la transmission du VIH-1 par les cellules infectées 

du sperme, et sur l’effet du liquide séminal sur l’adhésion et la transmigration des cellules de 

donneurs à travers la barrière colorectale. La démonstration de la transmigration de leucocytes 

séminaux suggère que ces cellules jouent un rôle dans la transmission du VIH-1 au niveau de la 

muqueuse colorectale qui nécessite d’être pris en compte dans les stratégies de prévention. Les 

mécanismes en jeu dans cette transmission et ceux responsables de l’effet inhibiteur du LS restent à 

élucider. La caractérisation fine des cellules séminales et des mécanismes d’adhésion devrait 

permettre à terme de dégager de nouvelles cibles thérapeutiques.  

 



 

 

 



 
 

 

 

  Titre : La transmission colorectale du VIH par les cellules infectées du sperme et effet du sperme 
 sur cette transmission 
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Résumé : Le sperme est le principal vecteur 
de dissémination du VIH. La muqueuse 
colorectale exposée au sperme infecté lors de 
rapports anaux, aussi bien chez l’homme que 
chez la femme, représente le plus fort risque 
d’infection parmi toutes les voies de 
transmission sexuelle. Un nombre croissant 
d’études suggèrent que la transmission 
sexuelle du VIH via les cellules infectées 
présentes dans les sécrétions génitales du 
donneur serait plus efficace que par les 
particules virales libres. 
A ce jour, le rôle et les mécanismes de 
transmission des cellules infectées du sperme 
ont été peu étudiés. De plus, l’effet potentiel du 
liquide séminal (LS) sur cette transmission est 
mal connu. Dans ce contexte, mes travaux de 
thèse ont permis de démontrer une 
transmigration active et rapide: 

(i) de leucocytes sanguins à travers la barrière 
colorectale, et un effet inhibiteur du LS sur ce 
phénomène, sans altération de la barrière 
épithéliale. 
 

(ii) de leucocytes séminaux. Des analyses par 
cytométrie de flux ont permis de mettre 
évidence à la fois des particularités et des 
similitudes quant à l’équipement protéique des 
cellules séminales et de leurs équivalents 
sanguins.  
Ce travail fournit de nouvelles données sur la 
transmission du VIH par les cellules infectées 
du sperme, et sur l’effet du sperme sur la 
transmission colorectale. La démonstration de 
la transmigration de leucocytes séminaux 
suggère que ces cellules jouent un rôle dans la 
transmission du VIH au niveau colorectale qui 
nécessite d’être pris en compte dans les 
stratégies de prévention. Les mécanismes en 
jeu et ceux responsables de l’effet du LS 
restent à élucider et devrait permettre à terme 
de dégager de nouvelles cibles 
thérapeutiques. 

 

Title : HIV cell-associated transmission in the colorectal mucosa and its modulation by semen 

Keywords : HIV, transmission, mucosa, semen, colorectal 

Abstract:  Semen is the main vector of HIV 
dissemination. The colorectal mucosa exposed 
to semen infected cells during anal intercourse, 
in both men and women, represents the highest 
risk of infection among all sexual transmission 
routes. An increasing number of studies suggest 
that sexual transmission of HIV via infected cells 
present in the donor's genital secretions would 
be more effective than free viral particles. 
To date, the role and transmission 

mechanisms of infected sperm cells have been 
poorly studied. Moreover, the potential effect of 
seminal fluid (SF) on this transmission is poorly 
understood. In this context, my thesis work has 
demonstrated an active and rapid 
transmigration: 

(i) of blood leukocytes across the colorectal 
barrier, and an inhibitory effect of SF on this 
phenomenon, without altering the epithelial 
barrier. 
(ii) of seminal leucocytes. Flow cytometry 
analyzes have revealed both features and 
similarities in the protein equipment of seminal 
cells and their blood equivalents. 
This work provides new data on HIV 
transmission by infected sperm cells, and on 
the effect of semen on colorectal transmission. 
Demonstration of transmigration of seminal 
leukocytes suggests that these cells play a role 
in colorectal HIV transmission that needs to be 
considered in prevention strategies. The 
mechanisms involved and those responsible 
for the effect of SF remain to be elucidated and 
should eventually lead to new therapeutic 
targets. 
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