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Abstract

Abstract

We report in this work a prospective study to evaluate the interest of the Cervico-
Utérin smear test in the screening of the cancer of the uterine collar through experiment of the

laboratory of pathological anatomy of The City EI-Bir Hospital.

There is a way of cervical cancer screening, simple, painless and free hospital whose
effectiveness has been proven; it is the Pap smear (FCU) can be achieved by all practitioners’

doctors.

Our objectives were to learn in a consultant to the population of the City EPH EI-Bir,
Constantine. To make Pap smears. To conduct an epidemiological analysis of the series of

patients recruited.

Our study focused on sampling the cervix which was sent to the pathology department
of the EPH for histological examination.

We made a simple data entry. Marital status was indicated in all patients.

The cancer of the uterine collar is pathology of infectious origin. It is with the second
rank of female cancers in the world, mainly in the countries in the process of development, in
terms of incidence and mortality. It is a cancer which can become potentially a rare disease,
because it is an ideal candidate for screening by his slow evolution and the existence of many
curable precancerous lesions.

Keywords: human papillomaviruses, FCU, cervical cancer.



Résumé

Résumé

Les infections a papillomavirus humains a haut-risque (HPV-HR) sont responsables de
100% des cancers cervico-utérin. Les infections du col utérin sont généralement transitoires et
bénignes. Cependant, en cas d’infection persistante, elles peuvent s’accompagner d’une
progression vers des 1ésions (pré)cancéreuses du col utérin En termes d’incidence, le cancer
du col utérin reste au deuxieme rang des cancers féminins mondialement et au premier rang
en termes de mortalité. Le diagnostic se fait encore le plus souvent a des stades evolués ce qui

rend la prise en charge thérapeutique difficile et de colt éleve.

Il existe un moyen de dépistage de ce cancer, simple, non douloureux et gratuit en
milieu hospitalier dont I’efficacité a été prouvée, il s’agit du frottis cervico-utérin (FCU) qui

peut étre réalisé par tous les médecins.

Nos objectifs étaient d’apprendre dans une population consultante a I’EPH de la Cité
El-Bir,Constantine. A réaliser des Frottis Cervico-Utérin. D’effectuer une analyse

épidémiologique sur la série de patientes recrutees.

Notre étude a porté sur les prélévements de col de I'utérus qui ont été envoyés au

service d’anatomie pathologique de I’EPH,Cité EI-Bir pour examen histologique.

Nous avons fait une saisie simple des données. Le statut matrimonial était précisé chez
toutes les patientes.

Le papillomavirus humain (HPV) reste I’agent dont la responsabilité¢ est la plus
parfaitement démontrée dans la survenue du cancer du col utérin, il serait responsable de plus

de 90% des cas du cancer du col utérin.

Mots Clés : papillomavirus humain, FCU, cancer du col utérin.
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Introduction

Introduction

Le papillomavirus humain (HPV) est responsable de pathologies variées, le plus
souvent bénignes (verrues cutanées, condylomes ano-génitaux...) mais constitue également la
principale cause des cancers du col de 1’utérus. Ces cancers, sont détectés souvent chez des

femmes encore jeunes et constituent donc une préoccupation actuelle de santé publique.

Le cancer du col de I'utérus est toujours précédé de lésions précancéreuses qui se

développent lentement, justifiant ainsi la prévention par le dépistage.

Le papillomavirus humain (HPV) reste 1’agent dont la responsabilité est la plus
parfaitement démontrée dans la survenue du cancer du col utérin, il serait responsable de plus

de 90% des cas du cancer du col utérin.

Actuellement, le test de dépistage de référence est le frottis cervico-utérin pratiqué
tous les trois ans a I’initiative de la patiente ou de son médecin. Méme s’il a permis de
diminuer fortement les taux de mortalité dus au cancer du col, ce moyen de dépistage ne reste
pas assez fiable avec de nombreuses lésions non détectées et pas assez suivi avec de
nombreuses patientes mal ou non dépistées. L’organisation du dépistage et sa généralisation a
toutes les femmes de tous ages pourraient améliorer la prévention du cancer cervico-utérin et
rendre la prise en charge thérapeutique précoce plus efficace : le cancer du col de 1’utérus est

décrit comme un cancer évitable.

Les objectifs de notre travail consistent a apprendre a réaliser les frottis cervico-utérin
avec la détermination des différents types des 1ésions observées. Et d’évaluer si possible la

prévalence des Iésions précancéreuses et leurs types.
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I. Les papillomavirus humain (HPV)

1. Histoire naturelle des infections a HPV

Les papillomavirus (du latin papilla, diminutif de papula signifiant bouton, et du
suffixe grec ome, désignant le caractere tumoral) sont des virus trés anciens et extrémement
stables mais leur caractérisation fut relativement longue, car il n’existe pas de systeme
cellulaire permettant leur propagation in vitro. C’est le développement de la biologie
moléculaire dans les années 70, qui a permis d’établir leur remarquable pluralité, leur

specificité tissulaire et leur pathogénicité dépendante du génotype (Lopes, 2005).

Les papillomavirus humains sont responsables de tumeurs bénignes et malignes chez

I’homme et chez I’animal, et ont été a I’origine du premier mod¢le de tumeur liée a un virus a

ADN découvert en 1920 par SHOPE chez le lapin (Sagna, 2012).

Durant les années 1960 a 1970, les données épidémiologiques montrent que la maladie
est transmise par contact sexuel et inspirent la recherche pour identifier un agent microbien
comme facteur étiologique des néoplasies cervicales (Djigma, 2011).

Dans les années 1970, un chercheur allemand est persuadé qu'un virus, le virus du
papillome humain ou HPV, peut étre a I'origine du cancer du col de I'utérus (Hausen, 2009).

Dans les années 1980, l’attention s’est portée progressivement vers un nouveau
candidat, le HPV, avec de solides évidences issues de la biologie moléculaire impliquant
certains types de virus comme agents responsables de la transformation cellulaire
(Monsenego, 1988).

2. Description et caractéristiques

Les papillomavirus sont responsables chez ’homme, d’une grande variété de lésions
cutanées et des muqueuses rassemblées sous le nom de papillomes viraux (Ladame ,2009).
En plus de leur spécificité d’hote, les papillomavirus présentent une spécificité tissulaire. Ils
sont épithéliotropes stricts et infectent les épithéliums muqueux et cutanés. Plus de 40 especes
sont connues pour étre responsable d’infection des muqueuses génitales et anales.

Certains papillomavirus humains dits non-oncogénes induisent des lésions bénignes
telles que des verrues, des papillomes ou des condylomes, tandis que les types dits

« oncogenes » sont responsables du cancer du col de 1’utérus (Fremont-Smith et al., 2004).

2
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Les virus HPV sont retrouvés dans 99,7% des cancers du col de 1’utérus (Harper et
al .,2004).Les papillomavirus humain ou HPV (Human Papilloma Virus) sont des virus nus
(sans enveloppe) de petite taille (45 a 55 nm de diametre) dont le génome est constitué
d’ADN double brin de 8 000 paires de bases, super enroulé et associé a des histones
cellulaires, avec un seul brin codant et trois régions génomiques. La région L (Late) code pour
les protéines de structure L1 et L2 composant la capside. La région E (Early) code pour 7
protéines non structurales E1-E7. La derniere région, non codante, contient les promoteurs
des genes précoces et des sequences de régulation de la réplication et de la transcription
(fig. 1)(Monsonego et al., 2006;Agius et al., 2006).

Protéine majeure
= e lacapside (L17
enhlew.

- ARN ;- oacide
tibomacléique
wiral, e rouge.

TUn exemple de HPV, Papillomavirus humain

Figure 1: La structure des HPV (Rouqouille .2009)

Il existe un peu plus de 120 génotypes différents qui se distinguent en fonction de leur
tropisme (cutané ou muqueux), de leur propriété biologique et de leur potentiel oncogénique
(bas risque ou haut risque). lls infectent les cellules germinales de la couche basale des

épithéliums malpighiens (Monsonego et al., 2006. Munoz et al., 2006).

3. La classification des papillomavirus

Les papillomavirus sont classés dans les Papovaviridae, ce nom vient de 1’association
du nom de 3 virus : Pa pour papillomavirus, Po pour Polyma virus et va pour Virus vacuolant
(Jauzein, 2009).



Les différentes especes sont regroupées en genres (alpha-papillomavirus, beta-
papillomavirus, etc.). L’appartenance au méme genre est définie par une homologie de
séquence L1 supérieure a 60 %. Les HPV se répartissent dans les genres alpha-
papillomavirus, beta-papillomavirus, gamma-papillomavirus, mu-papillomavirus et nu-
papillomavirus (Jauzein, 2009).

Il existe plusieurs maniéres de classifier ces virus :
A .Basée sur la séquence génomique

C’est la séquence nucléotidique du géne L1, codant pour la protéine majeure de la
capside, qui sert de base a la classification des papillomavirus. Pour qu’un nouveau type
d’HPV soit reconnu, il faut que le génome complet du virus ait été séquencé et que sa
séquence L1 présente une divergence de plus de 10 % avec la séquence L1 du type connu le
plus proche génétiquement. Une différence de 2 a 10 % définit I’appartenance a un sous-type
et une différence de moins de 2 % définit un variant. Les différents types de papillomavirus
sont regroupés en especes qui sont désignées par un numéro d’espeéce. Une espéce regroupe
les types présentant une homologie de séquence L1 supérieure a 70 %(De Villiers et al.,
2004).

Ainsi les virus initialement dénommés HPV 46, HPV 55 et HPV 64 sont maintenant
considérés comme les sous-types respectifs de HPV 20, HPV 44 et HPV 34, en raison
d’homologies supérieures a 90 % (De Villiers et al., 2004).

La classification des HPV est présentée dans tableau 1.
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Tableau 1:Classification des HPV ( Villiers et al., 2004)

Alpha-

papillomavirus

principal

HPWV 42

HPV 3, 28,
29, 78, 94

Commentaires

Bas risgque, ISsions

Bas nsgque, Iésions
cutanges, parfois

HPV 62, 72,
81, 83, 84,

Bas rnisgue, Issions
muqquausas

Verrues vulgaires

HPV 51,
59, 82

Haut risque, Iésions
muQueuses

HPV 30,
56, 66

Haut risque, lésions
muqueuses

HPV 39,
45, SO, 68,

Haut risque, Iésions
mMugueuses

Ba?nsque |&sions cu-
tanses et mugueuses

Haut risque, iesions
muqQueuses

HPWV 11, 13,
44, 74

Bas ns?:ue. cond;io-
mes acuminas, papiillo-
matose laryngee

HPV 73

Haut risque, Iésions

Papillomavirus singe
Rhesus

Bas risque, ISsions
mMugueuses

Bas nisque, ISssions
mugueusess

Bas risgue, ISsions

Lésions cutanges,
géneralement béni-
gnes. Lésions parfois
malignes: épidaermo-
dysplasie verruciforrme,
immunodeprnimes

HPV 15, 17,
22, 23, 37.
38, 80

Lésions cutanées,
généaralement béni-
gnes. Lésions parfois
malignes: epidermo-
dysplasie verruciforrme,
immunodeprimes

HPV 75, 76

Lésions cutandas
bénignes

Lésions cutanées
pré-cancérauses at
cancéreuses

Garmma-

papillomavirus

HPWV 65, 95

Lésions cutandges
prée-cancerauses at
_canceéreuses
Lésions cutandeas

Lesions cutanses

Lesions cutanees

Lésions cutandes

Leésions cutandes

Verrues vulgaires.
__piantaires

Verrues vulgaires.,
plantaires

Lesions cutanees,
retrouvé dans carcino-
mes cutanés
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B. Basée sur le tropisme

On distingue habituellement les types d’HPV a tropisme cutané et ceux a tropisme
muqueux. Cette distinction n’est pas toujours absolue, certains types d’HPV n’ayant pas un
tropisme strict pour la peau ou les muqueuses (Tableau 2) (Villiers et al., 2004).Les HPV a
tropisme muqueux appartiennent au genre alpha-papillomavirus, alors que les HPV a tropisme
cutané appartiennent essentiellement aux genres beta-papillomavirus et gamma-

papillomavirus ainsi qu’aux genres mu-papillomavirus et nu-papillomavirus (Tableau 2).

Tableau 2: Distribution des types d’HPV selon leur tropisme ( Villiers et al., 2004).

Tropisme

1,2,4,5,8,9,12, 14,15, 17, 19, 20, 21, 22, 23,
Cutane 25, 27, 36, 37, 38. 41, 47, 48, 49, 50, 57, 60, 63,
65, 75, 76, 80, 88, 92, 93, 95, 96

6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 42,
44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, €1, 62, 66, 67,
68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 89, 90

Mixte 3,7.10,28,29,40,43,78, 91,94

Mugqueux

Bien qu’une quarantaine de types d’HPV cutanés aient été identifiés par séquencage
complet, le nombre de séquences subgénomiques ayant moins de 90 % d’homologies avec des
types connus indique qu’il y a plus de 130 types putatifs et donc au total environ 170 types
d’HPV cutanés (Gen et Virol, 2007).

C. Basée sur le potentiel oncogene
Le tableau 3 présente la répartition des principaux types d’HPV en fonction de leur

potentiel oncogéne (Munoz et al., 2006).

Il est a noter que cette répartition ne prend en considération que les HPV a tropisme
mugqueux, cette classification étant basée sur le risque de cancer du col de 1’utérus associé a
HPV.
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Tableau 3: Classification des HPV ano-génitaux selon leur potentiel oncogéne (Munoz et al., 2006).

Classification

Hautrisque | 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59

Haut risque

probable 26, 53, 66, 68, 73, 82

' 6, 11,13,40, 42, 43, 44, 54, 61,70, 72, 81, 89

Bas risque

En ce qui concerne les HPV a tropisme cutané, il n’y a pas actuellement de
classification en virus a bas risque ou haut risque, bien que certains types d’HPV cutanés
soient indiscutablement associés au développement de carcinomes cutanés (Munoz et al.,
2006)

4. Le Génome viral

Les HPV sont des virus non enveloppés, de petite taille et trés résistants. Le génome
viral est constitu¢ d’un ADN bicaténaire circulaire d’environ 8000 paires de nucléotides et est
contenu dans une capside protéique icosahédrique(Carcopino, 2010).

Il comporte trois régions (fig.2).
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E2 E2 E2 E2 TATA P97
HA4 #3 E1 H2 #H1 l_|—>
> D—&

7156 84

Figure 2 : Organisation du génome d’'HPV de type 16 (Burk, 1999).

A. Larégion E (pour early)

La région précoce, appelée E pour early, représente 50% du génome et code des

protéines qui sont impliquées dans la réplication de I’ADN viral (E1 et E2), la régulation de

I’expression des genes viraux (E2) et des oncoprotéines impliquées dans la transformation

cellulaire (E5, E6 et E7).

La proteineE1l est la mieux conservée des protéines virales.Elle est impliqué dans la
réplication extra -chromosomique du génome viral (Yanget al., 1993).

La protéine E2 détient un réle fondamental dans le cycle viral: elle régule la transcription
des oncogénes viraux E6 et E7 et active la réplication du génome viral (Jang et al., 2009 ;
Tayakhajonwut et Aangeletti, 2010).

La protéine E3 ne se trouve pas dans tous les papillomavirus et ses fonctions sont
inconnues (Bennoit, 2007).

Le produit du gene E4 interviendrait dans la maturation de la particule virale, il serait
donc « abusivement » classé parmi les génes précoces (Doorbar, 2007).

Le cadre de lecture E5 correspond a un oncogéne. Il pourrait étre impliqué dans la
tumorigénése de HPV 16, mais n’est pas nécessaire au maintien de 1’état transformé dans
le cas de HPV 18, puisque son géne est interrompu dans les lésions cancéreuses (Corden
etal., 1999).
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les protéines E6 et E7 sont responsables de la transformation cellulaire : la protéine E6
exagere la dégradation de la protéine p53, elle -méme favorisant la réparation de I’ADN
cellulaire en bloquant la cellule en phase G1, et assurant un contréle négatif de la
croissance cellulaire et la protéine E7 se complexe avec la protéine pRB, I’empéchant de
se lier au facteur de transcription cellulaire E2F qui est libre et ainsi actif sur les
oncogenes c-myc,N-mycet le géne de la thymidine kinase. Ces deux protéines neutralisent
ainsi deux anti -oncogénes cellulaires qui sont constitutivement exprimées dans les
cancers (Boulenouar et al., 2010).

e la région E8 code pour une protéine qui fonctionne comme un régulateur négatif de la

transcription et de la réplication virale (Djigma, 2011).

B. La région L (pour late)

La région tardive, appelée L pour latecode les protéines structurales L1 et L2, qui

sont respectivement la protéine majeure et mineure de capside (Carcopino, 2010).

La protéine L1 est la protéine majeure de capside. Capables de s’auto-assembler en
absence d’autres protéines virales pour former des particules virales vides ressemblant a
des capsides et dénommées VLP (virus like particules), ces protéines L1 possédent les
mémes épitopes conforrmationnels que la protéine native et sont hautement
immunogenes. Elles sont une source d’antigénes pour le développement de tests
sérologiques ELISA et pour la production de vaccins (Riethmuller, 2000).

La protéine L2, protéine mineure de capside, est capable de lier ’ADN viral et de le
positionner correctement au sein de la capside. En association avec la protéine L1, elle

permet 1’assemblage du virus et la stabilisation de la capside (Riethmuller, 2000).

C. Larégion LCR (pour long control region)

Sa fonction est de réguler la réplication, la transcription, la ségrégation et I’assemblage

des virions. LCR est formé de I’origine de réplication virale (ORI) flanquée par des éléments

en cis régulateurs tels que les sites de liaisons du facteur de transcription E2 (E2-BSs) et

quelques promoteurs transcriptionnels (Zheng ,2006).

Les E2-BSs sont des séquences consensus palindromiques retrouvees en différents

nombres selon le type de PVs. Le nombre de promoteurs varie eégalement entre les PVs.
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Deux promoteurs ont été décrits pour le HPV-16: P97, le promoteur précoce situé en
amont de I’ORF E6 et P670, le promoteur tardif situé a I’intérieur de I’ORF E7. P97 régule
I’expression des génes E1, E2, E6 et E7 dans les cellules basales non-différenciees, tandis que
P670 induit ’expression des geénes L1 et L2 uniquement dans les kératinocytes différenciés

(Hegde, 2002).

5. Cycle viral des papillomavirus

Le cycle viral des HPV va étre lié au programme de différenciation des cellules
infectées ce qui implique une coordination entre 1’expression des différents produits
des genes viraux et la progression des cellules infectées vers la surface de 1’épithélium.
I’ensemble des évenements du cycle viral peut étre divisé en cing étapes
(fig.3) (Ladame ,2009)
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Figure3 : Cycle viral d’'HPV (Rouquouille,2009)

A. Infection primaire de I’épithélium
Pour que I’infection ait lieu, les particules virales doivent avoir acces aux cellules

de la couche basale de I’épithélium (Sapp et Day, 2009).
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En effet, ces cellules s’averent peu différenciées et mitotiqguement tres actives

(Ladame ,2009) (fig4).
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Figure4 : Modele du mécanisme infectieux utilisé par 'THPV16 (Sapp et Day, 2009)

B. Phase de maintenance

Suite a I’endocytose des particules virales au sein des épithéliums, le génome viral est
maintenu sous forme épisomique dans les cellules basales (de 10 a 200 copies extrachr
omosomiques). Deux protéines virales précoces vont jouer un role clé dans ce processus :

Les protéines E1 et E2 .En se liant a I’origine de réplication virale, elles vont permettre
le recrutement de la machinerie réplicative cellulaire de I’hote et leur expression va faciliter la

ségrégation des génomes au cours de la division cellulaire (Wilson et al., 2002).

La protéine E2 joue plusieurs roles durant la production virale. Ainsi, dans les cellules
basales, son expression est requise pour initier la réplication virale et la ségrégation
des chromosomes. E2 est une protéine de liaison & I’ADN qui reconnait les
motifs palindromiques (AACCg(N)4cGGTT) présents dans la LCR du génome (Dell et
al., 2003).
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L’ADN de HPV16 contient quatre motifs de liaison a E2 au niveau de sa région LCR.
Deux de ces motifs bordent 1’origine de réplication virale et servent au recrutement de la
protéine E1. E2 intervient également dans 1’ancrage du génome viral au chromosome

mitotique et dans la ségrégation des chromosomes viraux (Wu et Chiang, 2007).

De plus, en tant que facteur de transcription, elle régule 1’expression des protéines E6
et E7 en modulant I’activité de leur promoteur. A forte concentration, E2 agit comme un
répresseur en empéchant la fixation d’autres facteurs de transcription
(Bouvard et al., 1994).

E2 interagit également avec les deux oncoprotéines E6 et E7 (Gammoh et al., 2009)
exprimées a partir du promoteur précoce, les protéines E1 et E2 participent ainsi au contréle

du nombre de copies du génome virale dans les cellules différenciées ( Ladame, 2009).

C. Phase de prolifération

L’entrée du papillomavirus dans la cellule hote est suivie d’une période d’hyper
prolifération des cellules de I’épithélium supra -basal. Les oncogénes E6et E7  seraient
responsables de cette croissance. Ainsi, au cours de l’infection, 1’activité de ces génes
permet a quelques cellules de la couche basale de se diviser afin de former une couche

de cellules entretenant le virus sous forme épisomique (Ladame ,2009).

Dans les épithéliums sains, les cellules de la couche basale migrent vers les couches
supra-basales. Elles quittent alors le cycle cellulaire et débutent un processus de
différenciation terminal afin de produire une barriere de protection. Au sein des
kératinocytes infectés par HPV, ce processus de différenciation n’a pas lieu et le cycle

cellulaire est maintenu (Sherman et al., 1997).
Le mécanisme par lequel les papillomavirus stimulent la  progression  du  cycle

cellulaire est trés bien connu et similaire a d’autres virus tumorigénes. Implique les deux
oncoprotéeines E6 et E7 (Ladame ,2009).
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A. Phase d’amplification

Les évenements qui vont déclencher I’amplification du génome viral sont peu connus
mais ils dépendent de changements dans I’environnement cellulaire lors de la migration des
cellules vers la surface des épithéliums. L’activation des promoteurs dépendants de la
différenciation conduit a une expression accrue des protéines virales nécessaires a la
réplication, ¢’est —a dire E1 a E5. En effet, bien que les protéines E1 et E2 jouent un role

essentiel, les protéines E4 et E5 sont également importantes (Ladame, 2009).

E5, proteine transmembranaire, s’associe aux pompes a protons ATPases et retarde le

processus d’acidification endosomal (Hwang et al. 1995).

Cela va affecter le recyclage des récepteurs aux facteurs de croissance et induire une
augmentation de la voie designalisation issue des récepteurs a I’EGF
(Epidermal Growth Factor), contribuant ainsi au maintien des conditions favorables a la
réplication. E4 s’accumule dans la cellule au moment de 1’amplification virale mais son réle
n’est pas encore défini.Une partie des effets connus d’E4 serait liée a sa capacité
d’association au complexe cycline Bcdk2 (cyclin dépendent kinase 2) ce qui induit un

arrét du cycle a la transition G2/M (Davy et al., 2006).

Elle agirait donc comme un antagoniste d’E7. Ainsi il a été suggéré que I’expression
continue d’E7 dans une cellule exprimant fortement E4 entraine le maintien de la phase S et

L’accumulation de génomes viraux (Ladame, 2009).

A. Phase d’assemblage

La derniére phase du cycle virale va consister en 1’assemblage de particules virales et
a leur libération a la surface de 1’épithélium. Les deux protéines de structure L1 et L2 sont
exprimées uniquement dans les cellules exprimant E4 et dans des tissus ou la phase

d’amplification virale est terminée (Doorbar et al., 1997).

Les événements liant I’amplification & I’assemblage des particules ne sont pas encore
connus mais dépendent de changements dans 1’épissage des ARN messagers. Le génome viral
doit étre inclus dans une capside icosaedrique contenant 360 copies de L1 et 12 copies de L2
(Modis et al.,2002).
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Deés son expression, la protéine L2 s’accumule avec E2 au niveau de structures
nucléaires : les PML (ProMyelocytic Leukemia) (Florin et al., 2002).

L’assemblage des particules virales va avoir lieu lorsque les capsomeéres de L1 vont
pénétrer dans le noyau et étre recrutés par L2 au sein des PML. L’accumulation de protéines
de capside a leur niveau faciliterait ainsi 1’assemblage des particules. Bien que des
Particules virales puissent étre assemblées en absence de L2, sa présence augmente
I’efficacité d’encapsidation (Stauffer et al., 1998; Zhou et al ., 1993).

Du fait de la nature non lytique du papillomavirus, la libération des particules virales
ne survient que lorsque les cellules infectées atteignent la surface de 1’épithélium.
Cette rétention des particules virales limite la détection des particules virales par

le systeme immunitaire (Ashrafi et al., 2002).

6. Mécanisme cellulaire de transformation maligne

L’un des évenements majeurs conduisant au développement tumoral est I’intégration
du génome viral au sein du chromosome de la cellule héte. Dans  les cellules
infectées, le génome viral peut étre retrouvé soit sous forme épisomique, soit sous forme

intégrée, plus stable ou un mélange des deux (Doorbar, 2006).

L’intégration virale se fait généralement au niveau des régions E1 ou E2 en aval d’E6
Et E7 et conduit & une linéarisation du génome. Dans ce cas, la perte de 1’expression d’E2
induit une perte du contrble négatif qu’elle exerce sur le promoteur précoce.

Les oncoprotéines E6 et E7 voient alors leur stabilité et leur expression augmentées.
Les sites d’intégration sont distribués au hasard dans le genome de la cellule hote
(Ziegert et al., 2003).

Le mécanisme moléculaire conduisant a I’intégration de I’ADN viral dans le génome
cellulaire reste peu exploré. En effet, il ne s’agit pas d’une conséquence du cycle viral mais
elle est détectable dans 90 % des cancers cervicaux. Il a été montré que  les kératinocytes
cervicaux contenant des formes intégrées de HPV apparaissent apres une diminution de
I’expression d’E2. La perte de I’expression épisomale d’E2 est
associée a I’activation endogeéne de I’antigéne viral et est accélérée pa I’interféron B exogene
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Elle conduit a une surexpression des deux oncogénes E6 et E7 dans les cellules

contenant la forme intégrée du génome (Thorland et al., 2000).

De plus, I’expression dérégulée des deux oncoprotéines peut induire une instabilité
chromosomique en termes de nombre ou de structure. Cela augmente potentiellement
I’accumulation de changements génétiques cellulaires ou épigéniques. Ces altérations
conduisent & I’activation des oncogénes et a la répression de genes suppresseurs — de tumeur.
La population cellulaire acquiert alors la capacité de proliférer et d’étre immortalisée ce

qui favorise sa progression vers un phénotype malin. In vitro, I’expression d’E6 et E7
d’HPV de haut risque est capable d’induire 1’immortalisation de kératinocytes primaires
(Munger et al., 1989). Cependant, ces cellules sont incapables de provoquer des tumeurs chez

la souris immunodéprimée (Ladame, 2009).

Il. Le cancer du col de ’utérus

1 .L’anatomie du col de ’utérus
Le col constitue la partie inférieure de 1’utérus, située sous I’isthme de 1’utérus.
Il a une forme cylindrique de 2,5cm de diameétre pour une longueur de 3 a 4cm. 1l est percé
dans sa partie vaginale par un orifice, 1’orifice externe du col. Cet orifice se prolonge pour
former le canal cervical qui abouti a un second orifice au niveau de 1’isthme utérin, 1’orifice
interne du col. Le canal cervical qui traverse le col, met en relation la cavité utérine et le vagin
(Mélanie ,2009).

La portion du col s’étendant a I’extérieur de 1’orifice externe est appelée exocol et la

portion du col située au dessus de l’orifice externe est appelée endocol (fig.5) (Mélanie
,2009).
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Figure 5 :L’anatomie du col de I'utérus (Mélanie ,2009).
2. Définition du cancer du col de I’utérus

Le cancer du col de I’utérus est le deuxiéme cancer le plus fréquent chez la femme
dans le monde et le premier en terme de mortalité. Ce cancer est lié a une infection virale
persistante, dont le virus en cause est & 99,7% le papillomavirus humain (HPV). 1l s’agit

d’une infection sexuellement transmissible (Santos, 2012).

Un certain nombre de papillomavirus est retrouvé dans la sphere uro-génitale. Toutes
les femmes ayant une infection ne présentent pas un cancer du col de I’utérus : les infections
sont pour la plupart transitoires et spontanément résolutives, principalement chez la femme
jeune, et la prévalence de l’infection diminue avec I’age. En effet cette pathologie met en
général plus de 20 ans a se développer, depuis la primo-infection par un papillomavirus
oncogéne a tropisme génital jusqu’aux différentes 1ésions histologiques précancéreuses

comme le carcinome épidermoide et I’adénocarcinome (Santos, 2012).

Les HPV génitaux sont a I’origine des IST les plus communes, qui pour la plupart sont
asymptomatiques. Cependant la prévention de la transmission reste difficile car I’utilisation

des préservatifs ne protege que partiellement des infections a HPV (Santos, 2012).

3. Modes de transmissions des papillomavirus

Les infections a HPV sont le plus souvent transmises lors de contacts intimes peau a

peau. Les rapports sexuels avec pénétration vaginale et anale sont propices a cette
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dissémination. D’autres modes de transmission sont décrits mais représentent des voies

mineures de contamination. (Djigma, 2011).

A. Transmission sexuelle des HPV

De nombreuses études ont montré que les rapports sexuels sont le premier mode de
transmission génitale des PVH (Thomas et al., 2001 ; Czeledy, 2001).

Les condylomes n'atteignent pas les organes génitaux internes (le corps de l'utérus, les
trompes et les ovaires) ; ils n'entrainent pas de stérilité. Les condylomes génitaux peuvent étre
uniques ou multiples ; petits ou gros ; disperses ou regroupés pour donner un aspect en chou-
fleur ou créte-de-coqg. Parfois, les Iésions ne sont pas visibles a I'ceil nu (en particulier, sur le
col utérin ou le diagnostic est porté a la suite d'un frottis cervico -vaginal ; ce type de
condylome est appelé aussi le condylome plan ; il est rare que les condylomes génitaux soient
a l'origine de certains symptémes gynécologiques comme les douleurs, les démangeaisons
génitales, les leucorrhées et les métrorragies ; ces symptdmes sont souvent le témoignage
d'une infection secondaire des condylomes par un autre agent infectieux (Herpes, gonocoques,
syphilis, champignons ou autres germes). Des travaux, basés sur la concordance des
phénotypes viraux entre partenaires sexuels ont permis de confirmer ce mode de transmission
(Franceschi et al., 2002 ; Bleeker et al., 2005).

Il est apparu que la prévalence de I’infection a PVH chez la femme augmentait avec le
nombre de partenaires sexuels qu’elle a pu avoir au cours de sa vie. Ce phénomene apparait
aussi chez ’homme mais a un degré moindre (Winer et al., 2005).

Les rapports ano-génitaux sont associés a une augmentation de la détection de PVH
dans le canal anal chez les hommes homosexuels ou bisexuels (Partridge et Koutsky, 2006).

La faible prévalence de I’infection & PVH chez les patientes vierges (2%) conforte le
role majeur des rapports sexuels dans la transmission mais laisse supposer aussi que d’autres
voies de contagion soient possibles, soit par des jeux érotiques sans pénétration, soit par

d’autres événements sans rapport avec la sexualité (Marrazzo et al., 2000).

B. Transmission non sexuelle de HPV
= Transmission par vétements et surfaces de contact
Une voie de transmission par contact de surface infectée ou de sous -vétements a été

évoquée. La présence de PVH sur les sous-vétements de patientes avec lésions PVH induites
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est authentifiée sur une étude (Czegledy, 2001).1l persistait 1,6% de PVH sur des pinces a
biopsie aprés traitement & la chlorhexidine et 4,5% sur des pointes de sonde de cryothérapie
malgré un bain dans une solution d’alcool a 90° pendant 1heure. (Djigma, 2011).

C. Transmission mére-enfant

Bien que la voie sexuelle soit le mode de transmission de loin le plus fréquent pour
cette infection, d’autres voies de contamination ont ét¢ évoquées mais leur existence est
toujours controversée. Cependant, la transmission de la mere a 1’enfant lors du passage dans
la filiere génitale infectée reste une voie de transmission accessoire actuellement démontree
grace au developpement des nouvelles techniques moléculaires (Czegledy, 2001).

Le passage trans-placentaire ou transmembranaire de PVH a été suspecté apres les
résultats de plusieurs études montrant la présence de PVH au niveau de caduques et de
syncytio-trophoblaste lors d’avortements spontanées ou dans le liquide amniotique apres
amniocentese (Riethmuller et Mougin, 2008 ; Czegledy, 2001).

Il existe une relative diminution d’infections néonatales par PVH lorsque les patientes
présentent des Iésions condylomateuses et qu’elles accouchent par césarienne (Silverberg et
al., 2003).

Les transmissions de PVH par ingurgitation de sang maternel, de liquide amniotique,
de sécrétions vaginales, ou par le biais d’abrasion cutanée sont décrites restent controversées
surtout celui de 1’ingestion de sang maternel car aucune phase virémique dans le cycle de
PVH n’a ét¢ démontrée a ce jour. Il en est de méme pour la transmission sanguine.
L’infection par PVH est localisée au niveau des épithéliums cutané muqueux se trouvant dans
les cellules basales sans passage sanguin (Djigma,2011).

4. Les facteurs de risque

De nombreux facteurs exogenes et endogenes jouent un réle dans les étapes
d’initiation, de promotion et de progression tumorale (Denis et al., 2008).

Le cancer du col de 'utérus est fortement corrélé avec 1’infection par HPV et on
estime que dans 70 % des cas l’infection par le HPV représentent le facteur de risque
principal ( Behar, 2012).

Cette infection virale entre dans le cadre des IST. Seul le contact sexuel avec un
partenaire deja atteint par HPV peut entrainer une contamination. Le préservatif ne protege
pas a 100% contre cette IST. La prévention est donc difficile. . Les autres facteurs de risque

d’origine sexuelle sont les autres IST et le nombre de partenaires (Behar,2012).
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D’autres facteurs de risque indépendants du comportement sexuel ont été mis en
évidence :

= |etabac

Le risque de développer un CIN est en moyenne 2 fois supérieur chez les femmes
fumeuses ( Behar,2012) .

» L’immunodépression
Les femmes immunodéprimées ont un plus grand risque de développer des lésions
dysplasiques (Yeni, 2010).
= La prise prolongée d’oestroprogestatifs ( Behar,2012) .
= Des facteurs nutritionnels

Carence en Vitamine A, Vitamine C et Acide folique (Behar,2012).
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Partie 11

Matériels et méthodes




|. Patientes

Vingt échantillons cervicaux obtenus a partir de patientes pendant le mois de mai 2014
en consultation au niveau des PMI : Boudraa Salah, Belle-Vue et Boudjeriou de la Wilaya de
Constantine.

e Criteéres d’inclusion

o Femmes en activité sexuelle ;

o Femmes ayant plus de 10 ans de mariage ;

o Femmes présentant des infections a répétition ;
e Critéres d’exclusion

o Femmes enceintes ;

o Femmes habitant hors la wilaya de Constantine.

I1. Frottis cervico—-utéerin
A. Preélévements
Le prélevement du frottis est un acte médical qui n’est réalisé que par un médecin ou
une sage-femme dans le cadre des consultations de la protection maternelle et infantile.
= Conditions optimales du prélevement d’un frottis
» A distance des rapports sexuels (72 heures).
» En dehors des périodes menstruelles, detoute thérapeutique locale ou d’infection.
»= Technique de prélévement
L’instrument le plus utilisé pour effectuer un frottis cervical est la capsule congue par
Ayre, cytologiste canadien, en 1947.

» Etalement sur lame

La lame porte-objet doit avoir une épaisseur constante d’environ 1 mm et étre de
bonne qualité pour éviter qu’elle ne se brise au moindre choc.

L’étalement sur lame doit étre régulier, de bonne épaisseur et rapide pour prévenir
le dessechement. Toute la surface de spatule doit étre en contact avec la lame porte-objet.

Les mouvementsirréguliers d’étalement (circonvolution) froissent les cellules et
peuvent modifier leurs formes. Il faut procéder sans délai a la fixation pour que les cellules
soient bien conserveées.

L’étalement sur lame permet une lecture microscopique rapide mais exige une

grande dextérité au moment du prélevement et de la fixation, pour éviter la dessiccation.

20



Matériels et méthodes

» Fixation et fixateurs
Le but de la fixation est de préserver 1’état morphologique des cellules.La fixation des
frottis doit étre immédiate pour éviter la dessiccation qui déforme les cellules et modifie
leurs affinités tinctoriales.
L’agent fixateur ne doit pas étre toxique ou volatile, pour cette raison, 1’alcool
éthylique est le fixateur de choix, sous forme de liquide. L’alcooldénature les protéines et les
acides nucléiques, et les rend insoluble et stable.

Le temps de fixation est de 15minutes au maximum.
B. La coloration de Papanicolaou
La coloration de Papanicolaou est une technique utilisée pour les frottis cervico-utérin,
et qui permet l'examen de I'imprégnation hormonale et le dépistage d'éventuelles

cellulescancéreuses.

. Principe de la méthode

Le principe de cette méthode en premiere phase consiste a colorer les noyaux avec
I’hématoxyline, qui apparaissent en bleu, violet foncé. La seconde phase de colorer le
cytoplasme avec une solution de coloration orange, les structures cibles apparaissent en
orange d’intensités différentes. La troisieme phase est la coloration a 1’aide d’un mélange
d’éosine, vert lumiére et de brun Bismarck, permettant la différenciation de 1’épithélium
pavimenteux.

» Mode opératoire (Planche 1)

v Placer les lames en eau distillée pendant 1 minute.

v' Placer les lames en alcool 70° pendant 3 minutes.
v Rincer les lames a I’eau courante pendant 2 minutes.
v

Placer les lames dans la solution d” hématoxyline pendant 6 minutes.

La solution d’hématoxyline de Harris est le colorant nucléaire destiné a étre utilisé en
histologie et cytologie. Avant d’étre utilisée comme colorant nucléaire, I’hématoxyline doit
étre oxydée en hématéine et combinée avec un ion métalliqgue (mordant) comme les sels
d’aluminium ou de fer. Le colorant d’hématoxyline est de colorant régressif se combine avec
I’ADN nucléaire, donnant la couleur bleue violette caractéristique des colorations a
I’hématoxyline.

v Rincer les lames a I’eau courante pendant 2 minute.

v’ Passer les lames en solution HCL 0,25% pendant 3 secondes.
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v Rincer les lames a I’eau courante pendant 2 minute.

v" Placer les lames en alcool 70° pendant 1 minute .

v" Placer les lames en alcool 95° pendant 1 minute .

v Placer les lames dans la solution d’OG6 pendant 3 minute.La solution OG6 est
utilisée pour la coloration de prélévements gynécologiques, ¢’est un colorant cytoplasmique.
Elle intervient dans la coloration de Papanicolaou pour colorer les cytoplasmes des cellules
parabasales et intermédiaires en bleu-vert et des cellules superficielles en rose.

v" Placer les lames en alcool 70° pendant 1 minute.

v' Placer les lames en alcool 95° pendant 1 minute

v" Placer les lames dans la solution d’EA50 pendant 3 minute.

La solution EA50 est utilisée pour la coloration de prélevements gynécologiques, ¢’est un
colorant cytoplasmique. Elle intervient dans la coloration de Papanicolaou pour colorer les
cytoplasmes des cellules parabasales et intermédiaires en bleu-vert et des cellules
superficielles en rose.

v" Placer les lames en alcool 95° pendant 1 minute .

v" Placer les lames en alcool 100° pendant 1 minute .

v Placer les lames en xyléne pendant 1 min . Le xyléne est principalement utilisé

comme solvant et produits nettoyant

V' Faire sortir en xyléne .

v" Montage au baume synthétique entre lame et lamelle.

Planche 1 : La méthode de Papanicolaou
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Matériels et méthodes

C. Interprétation des frottis cervico -utérin

Le systeme de Bethesda actualisé est seul recommandé pour formuler le compte-
rendu cytologique.

Un frottis est jugé non interprétable Si I'un des critéres suivants est présent :
- couverture de moins de 10 % de la lame par des cellules malpighiennes .
- toute situation ou plus de 70 % des cellules épithéliales ne sont pas interprétables parce que

masqueées par du sang, une inflammation, des superpositions cellulaires, des contaminations
ou des artefacts.
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Résultats et Discussions

Notre travail est une étude rétrospective et prospective ayant pour but d’apprendre les
méthodes d’analyse cytologique sur FCU dans le dépistage du cancer du col de I’utérus au

sein du laboratoire d’ Anatomie Pathologique de I’EPH de la Cité El Bir, Constantine.
I. Caractéristiques générales de la population

Durant la période de notre travail, nous avons obtenu un total de 20 prélevements
cytologiques du col de I’utérus. A partir des fiches de renseignement des patientes nous avons

procédé a I’analyse des :

1- Statut matrimonial mariée ou célibataire

2- Moyenne d’age
3
4- Résultat cytologique
5- Suivi

Statut hormonal

Nous avons remarqué que 1’age de nos femmes varie entre 29 et 60 ans avec un age
moyen de 51,18 ans, toutes étaient mariées.
18.18% des femmes sont nullipares, 18,18% ont moins de 3enfants et 64.81% sont multipares.

Aucune des femmes n’est célibataire.

Sur I’ensemble des femmes : 27.27% n’ont utilisé aucun contraceptif dont 9% sont
toujours en activité génitale, 72.72% ont utilisé des contraceptifs soit oraux soit sous forme de
dispositif intra-utérin (DIU).

Par ailleurs, 1’analyse du statut hormonal des femmes a montré que 45.45% sont

ménopausées.

L’examen gynécologique du col utérin était réalisé avant le prélevement pour FCU, il
¢tait le plus souvent d’aspect normal soit 64.81% de I’ensemble des cas. Les autres cas

présentaient des cervicites en faveur d’un risque de cancer du col.

24



Résultats et Discussions

Les résultats des frottis cervico-utérin

Le frottis cervico-utérin (FCU) est le test de depistage de référence des lésions
précancéreuses et cancéreuses du col de 1’utérus, effectué selon la procédure décrite en 1943
par Papanicolaou. Lorsqu’il est réalis¢ dans de bonnes conditions, le frottis permet de
détecter jusqu’a 84% (89) des Iésions précancéreuses et cancéreuses. L’interprétation des
frottis se fait au laboratoire par un pathologiste a qui incombe la responsabilité finale du
compte-rendu des résultats (photographie 1 et 2).Une bonne interprétation est essentielle pour
la qualité du dépistage. Les frottis cervicaux utérin conventionnels réalisés n’ont été
satisfaisants que dans 55% des cas enregistrés ce qui nous a amenés a exclure 9 patientes
sur20.

Photographie 1 : résultat d’'un frottis trés inflammatoire.
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Résultats et Discussions

Photographie 2 : résultat d’un frottis montrant la présence des cellules atypiques.

En ce qui concerne les frottis qui étaient jugés interprétables, la cytologie du col utérin
était en faveur des lésions ou modifications bénignes dans la grande majorité des cas, ces
modifications correspondaient soit a I’inflammation du col ou a une infection un (1) cas

d’infection a Gardenella, réfractaire au traitement.

Le cancer du col de I’utérus est un probléme de santé publique important. L’ intérét du
dépistage systématique par le FCU consiste en la recherche de Iésions précancéreuses, la
découverte de ces derniéres permettra de traiter précocement ce cancer aux stades pré-
invasifs. La détection des lésions précancéreuses par le frottis cervical et leur traitement
conduit a une réduction de 91 % du risque de cancer si on suit les recommandations et que

I’on se fait dépister tous les trois ans (Kjaer et al,.2005).

Apreés avoir discuté avec les médecins il a été constaté qu’une proportion de femmes
est trés peu dépistée et parfois méme n’ayant jamais participé au dépistage, pourtant une
majorité d’entre elles sont suivies par ailleurs régulierement sur le plan médical de
nombreuses réticences de la part des femmes sont responsables d’une non-participation au

dépistage : pudeur ou appréhension du geste, négligence ou peur.

Dans notre étude, I’un des problémes que nous avons rencontré était 1’obtention de
lames de qualité permettant 1’interprétation du FCU, dus souvent a des problémes matériels

usuels :pas d’étalement ou lame brisée ou non étiquetée.
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Conclusion

Conclusion

Le test de Papanicolaou nous a permis dans ce travail de détecter les lésions au niveau
des cellules du col de 1’utérus, qui peuvent étre les signes précurseurs d’un cancer du col de

[’utérus.

Vingt (20) frottis cervicaux utérin ont fait I’objet de cette étude, la détection des

anomalies cellulaires a été réalisée par la technique de coloration de Papanicolaou.

Le frottis cervical utérin neprévient pas I’infection par le HPV,qui peut étre a I’origine

d’un cancer du col de I’utérus, mais il contribue a détecter les premiers signes de la maladie.

Cela permet au medecins d’instaurer rapidement et facilement un traitement qui, a ce

stade est souvent efficace.

Au total, sur les 20 frottis, 10 frottis présentent des modifications cellulaires,1 frottis
normal et un frottis montre la présence des cellules atypiques et les autres ne sont

interprétables

Le dépistage du cancer du col utérin par le FCU permet de mettre en évidence la
présence des Iésions précancéreuseset les cancers débutant au niveau du col utérin, grace a ce
dépistage, une prise en charge rapide et précoce peut étre débutée permettant I'augmentation

de la chance d'une guérison compléte de la maladie.
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Les Perspectives

L’association des génotypes HPV a haut risque oncogénique et du cancer du col de
I’utérus est aujourd’hui bien établie et c’est cette force d’association de prés de 100% entre
I’infection HPV et le cancer du col qui rend légitime la recherche du génome viral comme
méthode de dépistage des lésions pré-invasives. Compte tenu du fait que les HPV ne poussent
pas dans les milieux de cultures classiques et que la sérologie les concernant est trés limitée et
ne permet pas de faire la différence entre une infection passée ou récente, le diagnostic d’une
infection par HPV est basee sur la détection de leur acide nucléiqgue (ADN et ARN). Ce
diagnostic d’infection est réalis¢ par des techniques de biologie moléculaire qui permettent de
détecter, quantifier ou génotyper le ou les HPV présents. Schématiquement, les techniques
de biologie moléculaire actuellement applicables en routine au laboratoire sont réalisées en 3
ou 4 temps (extraction, +/- amplification, hybridation, révélation), a partir d’un prélévement

effectué au niveau de la zone de jonction endocol-exocol.

Il serait judicieux de coupler du typage viral au frottis au dela de 35 ans, ce qui

permettrait :

- de réduire les faux négatifs du dépistage en réalisant une colposcopie chez les femmes frottis

négatifs, HPV oncogéne positif,

- de sélectionner une population a haut risque ; femmes frottis négatif, HPV oncogene positif
et colposcopie normale, ou le dépistage devrait étre poursuivi de facon rapprochée,

- de sélectionner une population a bas risque : frottis normal, HPV oncogene négatif ou le

dépistage pourrait étre considérablement espacé et, arrété a partir de 65 ans.
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Annexes

A. Annexe 1
e Composition des colorants :

Og6 :

Alcool éthylique (> 85 %)
Colorants Orange Il (< 0,5 %)
Acide phosphotungstique (< 0,1 %)

Ea50 :

Acide phosphotungstique (< 0,1)
Acide acétique (< 2,5 %)
Colorants (0,5%)

Alcool éthylique (>70 %)
Alcool méthylique (<25%)

Eau (<2,5%)

Hématoxyline de Harris :
Ethyléne glycol (< 25%)
Acide acétique (< 2%)
Colorants (<0,4%)

Agent oxydant (<0,1 %)
Sulfate d’aluminium (3,5%)

B. Annexe 2
e Définitions :

% Alcool éthylique: est un alcool de formule semi-développée CH3-CH,-OH. C'est un
liquide incolore, volatil, inflammable et miscible a I'eau en toutes proportions.

# L'éosine: est un colorant de couleur orange-rosé, un acide, qui a une affinité sélective
pour le cytoplasme cellulaire (végétal ou animal); il se fixe aux molécules basiques. On
I'utilise souvent avec I'hématoxyline qui colore bien les noyaux cellulaires. C’est pour
cette raison trés utilisée comme colorant pour la microscopie en laboratoire.

* Le xyléne: est principalement utilisé comme solvant dans diverses préparations et types
de produits

C. Annexe 3

e Le questionnaire utilisé pour le dépistage du cancer du col de I’utérus :


http://fr.wikipedia.org/wiki/Alcool_(chimie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Formule_semi-d%C3%A9velopp%C3%A9e
http://fr.wikipedia.org/wiki/Volatilit%C3%A9_(chimie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Inflammabilit%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Miscibilit%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Colorant
http://fr.wikipedia.org/wiki/Orange_(couleur)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rose_(couleur)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cytoplasme
http://fr.wikipedia.org/wiki/Base_(chimie)
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=H%C3%A9matoxyline&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Microscopie
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