ENCADRE 1 : LA PEAU

La peau représente environ 2ie surface et 15% du poids corporel. C'est un argamplexe ayant
4 fonctions essentielles : une fonction de protectiune fonction de sensibilité, une fonctipn
métabolique et une fonction de thermorégulation.

L’hypoderme , . b i i’
L’hypoderme est un tissu graisseux vascularisé osép i —
de lobules adipeux contenant des adipocytes. tildser ' F 75
protection thermique et mécanique. 3
Le derme

Le derme est un tissu conjonctif dense et fibratélae
dont la production et le remodelage sont assurétepa ! : .
fibroblastes. Il comprend également d'autres typSSERg . s
cellulaires : des cellules endothéliales organiséas ' v ' -
vaisseaux, des macrophages, des lymphocytes,
cellules dendritiques ou d’autres cellules immuireta
L’épiderme

L’épiderme est un épithélium pluristratifié kérasi
Son épaisseur varie de 40 um & 1a 6 mm selon '
localisation anatomique. Les kératinocytes corestitu
90 a 95 % de la population épidermique. Les autres
cellules présentes sont des cellules de Langerlukss,
mélanocytes et des cellules de Merkel. Les kércyies
proliferent dans l'assise basale puis se difféeartci
progressivement pour former les différentes couclees
I'épiderme en migrant depuis la profondeur versudace (D’aprés Geras, In Dermatology,1990)
ou elles desquament.

Epiderm

Derme

Hy%erm

L'épiderme est composé de plusieurs couches cedala

- La couche basaleest constituée de kératinocytes a large noyawndmntjues ou cubiques, e
division.

- Lacouche spineusest composée de 5 a 15 assises de kératinocytesineux et polygonaux.

- La couche granuleusecomporte 1 a 3 assises de kératinocytes aplatfasébrmes disposéq
paralle-lement a la surface cutanée. lls contienrdas grains de kératoyaline (granulations
basophiles), c’est-a-dire un assemblage de pratéiciees en histidine et de filaments de kératine.
- La couche cornéeest la couche la plus superficielle de I'épideriBke est composée de 5 a 10
assises kératinocytaires anucléées et aplatiesriBées les cornéocytes. Le cycle de différenciation

depuis les kératinocytes basaux jusqu’a la desqtimmee déroule en 21 jours.
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Couche cornée

Couche granuleuse

Couche spineuse

Couche basale

Organisation schématique de la structure de I'épidene
(www.marvistavet.com)




Figure 1 : Localisation des cellules dendritiques dans une coupe de peau
humaine normale
Immunomarquage HLA-DR sur coupe de peau incluse en paraffine Histowax®. Dans

I'épiderme sont visibles des cellules de Langerhans (CL) et dans le derme des cellules HLA-
DR positives dont des cellules dendritiques dermiques (DDC). Grossissement x100

Figure 2 : Réseau de cellules de Langerhans dans 1’épiderme humain

Les cellules de Langerhans sont colorées grace a la révélation de leur activité enzymatique ATPase
dans un feuillet épidermique (épiderme entier et aplati).
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Figure 3 : Aspect des granules de Birbeck en microscopie électronique
(Photo Colette Dezutter-Dambuyant)

La structure des granules de Birbeck en microscopie électronique révele bien leur striation
périodique caractéristique et leur forme en raquette de tennis. Echelle: 0.1um.
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Figure 4 : Phénotype des cellules de Langerhans et des cellules

dendritiques dermiques humaines




/ ENCADRE 2 : LES CELLULES DENDRITIQUES DERMIQUES MURINES \

Les DC du derme murin sont encore bien moins édsdigie leurs homologues humains. Ce
DC sont dépourvues de granule de Birbeck et de giyemsomes. Elles possédent un noyal
plurilobé et de longs prolongements cytoplasmiquesz et al., 1993; Duraiswamy et al., 1994)
Elles expriment fortement les molécules du CMH tesse 1l, et aucun marquage positif poul
F4/80 (spécifique des macrophages) n'est retroleéz et al., 1993). Dans le derme murin, deu

la population CD11best capable de capturer et de présenter des redigédes hybridomes T sang
maturationin vitro (Duraiswamy et al., 1994).

Plus récemment, les travaux de Dupasquier et délinontrent que prés de 70% de Ig
population dermique murine est constituée de @slumononucléées phagocytaires CD45
(Dupasquier et al.,, 2004) alors que les travawéranirs chez 'homme et chez la souris
observaient seulement 5% de cellules mononuclégmsi pes cellules dermiques (Meunier et al.
1993; Duraiswamy et al.,, 1994). Cette grande digpagerait liée aux techniques utiliséeg
(marquagesn situ versus purifications cellulaires). Les macrophages dermiq(F4/80 CD11b
mMGL" (Macrophage Galactose/N-acetylgalactosamine-specific C-type Lectin - murine)
représenteraient 60% de ces cellules CDWS 10% restants seraient identifiés comme de€

@ CL migrantes (Dupasquier et al., 2006). /

/ ENCADRE 3 : LES CELLULES ENDOTHELIALES DU DERME \
Les cellules endothéliales (CE) possédent de mdég fonctions. Elles interviennent dans
le contréle du trafic cellulaire, dans la régulatite la vasoconstriction et de la vasodilatati@msd
la formation des nouveaux vaisseaux, dans I'hormaséw@stcellulaire, etc. Elles constituent undg
population trés hétérogéne distribuée dans tougdinisme. Le profil d'expression et la fonction
des cellules endothéliales varient selon leur isaabn dans I'appareil circulatoire, mais égaletnen
au sein méme d’un organe en fonction du temps.
Dans le derme, deux réseaux vasculaires coexistent

-le premier réseau, superficiel, est situé justelessous de I'épiderme et a l'interface entre |
derme papillaire et réticulaire.

-le second réseau, plus profond, est situé &tfiate entre le derme et I'hypoderme.
Les CE forment & la fois les vaisseaux sanguinestvaisseaux lymphatiques et participent :
I'apport nutritionnel, a la thermorégulation depkeau, mais également au recrutement des cellul
immunitaires et a la croissance pilaire.

Plusieurs équipes ont développé des techniquesridfeation des CE dermiques (Kraling et
al., 1994; Hewett and Murray, 1996; Richard et 5998) permettant ainsi I'avancée des étudeg
phénotypiques et fonctionnelles de ces cellules.
Les cellules endothéliales lymphatiques (CEL) et tellules endothéliales sanguines (CES
coexpriment toutes les deux CD31 (PECAM-1) et tgefar de Von Willebrant (Kriehuber et al.,
2001; Unger et al., 2002; Pusztaszeri et al., 20063 CEL se distinguent par leur expression d
podoplanin (Kriehuber et al., 2001) et LYVE-1 (Pralginska et al., 2002). L'expression de
CD34 differe également entre les CEL et les CHSenace ou faible expression sur les CEL alof
gu’'une forte expression est retrouvée sur les GERidrabinska et al., 2002). L'expression dd
CD36 reste localisée au niveau du derme profonadéauer et al., 1993). Par ailleurs, CD146 eg
également exprimé sur les cellules endothélialesawasculaires dermiques (HDMEC) (Li et al.,
2003). Enfin, en conditions non inflammatoires, e expression de VCAM-1 (CD106) ni de E-
Selctin (ELAM-1) n’est retrouvée sur les HDMEC (Bsbauer et al., 1993)n situ, les HDMEC
expriment le complexe majeur d’histocompatibiligé dasse Il (Cines et al., 1998). En culture, a
contraire, I'expression est beaucoup plus faiblesnest restaurée en conditions inflammatoire

)

populations de cellules CMH de classe@D45" se distinguent par I'expression de CD11b. Seule
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(Vora et al., 1994). Ainsi, il a été démontré qes cellules sont capables d’appréter des antige
&els\que Derp 1 et des les présenter a des clo@@ATspécifiques (Vora et al., 1994). j

es



ENCADRE 4 : LES DIFFERENTES VOIES D'ENDOCYTOSE

La phagocytose La pinocytose
Par Par fermeture En La Macropinocytose La Micropinocytose
enfoncement Eclair® hélice (phase fluide) A A

Dépendante de la Dépendante des
| 2 ﬁ (,h clathrine cavéolines
O @ 50-80 nm

+’ Mécanisme ) * Clathrine Cavéoline
dépendant de I'actine

Phagosome Macropinosome ¢ ¢
m @ Vésicule recouverte

> 0,5 um O O

0,5-2 um 100-150 nm ~ 100 nm

@A)
N —

o Capture non spécifique : la macropinocytose
Ce mécanisme est une endocytose en phase fluidadinte du cytosquelette. Elle slaccompagnd
la formation de larges vésicules (1 a 3 um) peameétt’ingestion de composés solubles
particulaires de maniere non sélective. Ce prosessiuconstitutif dans certaines DC.

a Capture spécifique : la phagocytose et 'endocyse

- La phagocytose
Le processus de phagocytose a été décrit par Maftatm 1905 et permet I'ingestion de particules
taille importante (supérieure a 0,5 um) telles dae agents infectieux ou des corps apoptotiqd
L'internalisation de la particule commence par ¢iagement de récepteurs ce qui entraine un si
intracellulaire nécessaire au recrutement de HactCe processus peut se produire par enfoncen
en fermeture Ecldirou en hélice. Cela aboutit & la formation d’unsisdle nommée vacuole o
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de
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phagosome. Celle-ci fusionne ensuite avec des atimeaits intracellulaires tels que des lysosomes

dans lesquelles la particule est dégradée.

- L’endocytose dépendante de la clathrine

pSt

Cette endocytose mediée par récepteur permet $iinge sélective de petites particules. Elle

réalisée par des puits recouverts de clathrinee B#cessite aussi le recrutement de proté
adaptatrices permettant une cascade d’événemealigpensables a l'invagination, a la fission de
membrane et au ciblage des vésicules vers les emdgset lysosomes. Les récepteurs sont, qu
eux, recyclés vers la membrane plasmique. La foomates puits recouverts nécessite trois cla
majeures de protéines : la clathrine, les molécubdaptatrices fixant les récepte

transmembranaires et des protéines associées.
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Figure 5 : Représentation schématique de différentes lectines de type C

(D’aprés Figdor et coll., Nature Review Immunology 2002)
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IL-1R TLR
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Figure 7: Représentation schématique de la structure d’'un TLR
comparativement au récepteur de l'interleukine 1

(D’aprés Akira et coll.,, Nature Review Immunology 2004)

mDC pDC MoDC

TLR1 ++ + ++
TLR2 ++ - ++
TLR3 ++ - ++
TLR4 + - ++
TLRS + - +
TLR6 + + ++
TLR7 - ++ -
TLRS ++ - ++
TLRY9 - ++ -
TLR10 + +

Figure 8 : Expression des TLR par différentes populations
de cellules dendritiques humaines
(D’aprés Iwasaki et Medzhitov, Nature Immunology 2004)

mDC: DC myéloides; pDC: DC plasmacytoides; MoDC: DC dérivées de
monocytes



TLR Ligands Origne
TLR1/2 |Lipoprotéines tri-acétylée-s (Pam3Cys) Bactéries et mycobactéri;s
TLR2 [Lipoarabinomannane Mycobactéries
Lipopolysaccharides (LPS) atypiques Legionella pneumophilia, Leptospira interrogans
Porines Neisseria
Phospholipomannane Candida albicans
Mucines glyosylphosphatidylinositol (t-GPI-mucin) Trypanosoma
Hémagglutinine Virus de la rougeole
TLR2/6 |Lipoprotéines di-acétylées Mycoplasma fermentans
Acide lipotéichoique Streptocoques
Peptidoglycane Bactéries Gram+
Zymozan Saccharomyces cerevisiae
TLR3 |ARN double brin Virus @ ARN et ADN
ARN double brin Schistosoma mansoni
Poly (IC) ARN double brin synthétique
ARN messagers Endogéne
TLR4 [LPS Bactéries Gram-
Phosphlipides glycoinositol (GIPL) Trypasonoma
Protéines de fusion Virus respiratoire syncytial
Protéines d'enveloppe Virus murin tumoral mammaire
Protéines de choc thermique hsp60 et hsp70 Endogéne
Héparane sulfate, acide hyaluronique Endogéne
TLR5 [Flagelline Bactéries flagellées
TLR'7 |ARN simple brin Virus 4 ARN
Imidazoquinolines (R-848, Imiquimod) Synthétique
Loxoribine Synthétique
ARN interférents Synthétique
Ribonucléoprotéines riches en U Endogéne
TLRS8 |ARN simple brin Virus a ARN
R848 Synthétique
TLR9 |ADN motifs CpG non méthylés Bactéries
ADN motifs CpG non méthylés Virus a ADN
? Leishmania donovani, Leishmania major
Complexes immuns Ig/ADN Endogene
TLR1O |(? ?
TLR11 |? Bactéries uropathogénes
Molécule profilin-like Toxoplasma gondii
TLR12 |? ?
TLR13 |? ?
Figure 9 : Les différents ligands des TLR
(D’apreés Akira et coll., Cell 2006)
Bactéries

Champignons
Virus

Parasites
Endogéne/Hote
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Figure 10 : Voies de signalisation MyD88 dépendantes
(D’aprés www.biken.osaka-u.ac.jp/act/act_akira_e.php)
@p Ubiquitination
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Figure 11 : Voies de signalisation MyD88 indépendantes

(D’aprés www.biken.osaka-u.ac.jp/act/act_akira_e.php)
@p Ubiquitination
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RIG-1 CARD [CARD

MDA-5 |CARD| [CARD

LGP-2

Figure 12 : Représentation schématique de la structure des récepteurs RIG-Like
RIG-I, MDA-5 et LGP-2

(D’aprés Yoneyama et coll., Journal of Immunology 2005)

CARD = Caspase recruiting domain



LRR

NoD1[CARDIRACHT 1 XX XX XXX D

LRR

NOD2. CARBICARD [NACHT | X XXX XXX D

Figure 13 : Représentation schématique de la structure des récepteurs NOD1 et NOD2
(D’apreés Fritz et coll., Nature Immunology 2006)
CARD = Caspase recruiting domain
NACHT = représente les domaines présents dans Naip, CIITA, HET-E, TP-1
LRR = Leucine Rich Repeat



Présentation aux Présentation croisée aux Présentation aux
lymphocytes CD8*  lymphocytes CD8* lymphocytes CD4*
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Figure 14 : Voies de présentation antigénique de classe I et I1
Les fleches en violet représentent les possibles voies de présentation croisée.

MIIC= Compartiment de classe II; CIIV= vésicule de classe II
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—> TNF-a
/ IL-2
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CD4 naif’

IL-4 1L-10

—> IL-5 IL-13
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TGF-B
IL-6
IL-17
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Figure 15 : Voies de différenciation des T helpers Th1, Th2 et Th17
(D’aprés L. Steinman Nature Medecine 2007, C.Dong Nature Review Immunology 2006)

Dans les noyaux sont indiquées les facteurs de transcription spécifiques a chaque voie de
différenciation.



Figure 16 : Cellule de Langerhans ayant phagocyté des billes de latex
(Photo Colette Dezutter-Dambuyant)



Taux de prévalence (%) parmi la population adulte
W 15,0 %-34,0 % O 1,0 %<50% 0 0,1%<05%
W 5,0 %-<15,0% 0 0,5%<1,0% 0 <01 %

Figure 17 : Répartition mondiale de I'infection au VIH en 2005

(d’apres le rapport sur I’épidémie mondiale de SIDA 2006, www.unaids.org)




Vif, Vpr, Nef et p7

Protéase

Membrane lipidique
gp41

Integrase

Nucléocapside

Transcriptase inverse

ARN viral simple brin

Figure 18: Structure de la particule du VIH-1

(modifiée d’aprés www.niaid.nih.gov)

Rev

Figure 19: Représentation schématique de I’organisation génomique du VIH-1
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Figure 21: Représentation schématique de la reconnaissance et de I’entrée du VIH-1

(d’aprés Moore et Doms, PNAS 2003)



Epithéliums simples
pavimenteux

Vaisseaux sanguins,

alvéoles pulmonaires. ..

Epithéliums simples
cubiques

Tubules du rein,
glandes salivaires. ..

Epithéliums simples
cylindriques

Intestin gréle, vésicule
biliaire, estomac...

Epithéliums pavimenteux
stratifiés malpighiens

Peau, muqueuses buccales,
vagin...

Epithéliums pavimenteux
cubiques

Glandes sudoripares ...

Epithéliums pavimenteux
prismatiques

Vessie, urétre,
glandes mammaires. ..

Figure 22: Les différents types d’épithéliums chez ’'homme
(D’apres thése Sandy Dumont N°251-2004 Université Claude Bernard Lyon 1)



COUPE FROTTIS

Cellules superficielles acidophiles (Csa)

‘ Cellules superficielles basophiles (CSb)

. ‘ Cellules intermédiaires (CI)

. ’ Cellules parabasales (CP)
.. Cellules basales (CB)

CSa
CSb
Cl

CP

CB

Chorion

Figure 23: Représentation schématique de la structure de I'épithélium vaginal
(D’apreés thése Sandy Dumont N°251-2004 Université Claude Bernard Lyon 1)



ENCADRE 5 : LES MODELES DE PEAUX RECONSTRUITES IN VITRO

Epidermes reconstruits

Le premier modele d’épiderme différencié reconsiruvitro a été mis au point par Prunieras et @
(Prunieras et al., 1983) puis repris par L'OréakedRer et al., 1986). Dans ce modele,

kératinocytes sont cultivés sur waipport biologique acellulaire Un derme mort désépidermi
(DED, Dead de-Epidermized Dermis), qui permet de conserver un grand nombre de ceamie de |
jonction dermo-épidermique (JDE) et ainsi d’obtemie différenciation épidermique poussée.

Le modele commercialisé par SkinEthic, appartemangroupe Episkin de L'Oréal, est obtenu

culture de kératinocytes sur sapport synthétique de type membrane de polycarbonate (Rosdy
Clauss, 1990). D’autres épidermes reconstruitssatit ce principe ont également été dévelopy
EpiDerm™ de la société MatTek et Mimefoge la société BASF Beauty Care.

Enfin, d'autres modeles consistent a recouvrirwppsrt synthétique inerte par un support biologi
(gel de collagéne) de maniere a favoriser l'admési@m prolifération et la différenciatio
kératinocytaire. C'est le cas du modéle Episkih.'@réal (Tinois et al., 1991).

Ces modeéles peuvent étre complétés par lintégratiautres types cellulaires tels que ¢
mélanocytes (Todd et al., 1993; Bessou et al., 1885des cellules de Langerhans (Regnier et
1997).

Dermes reconstruits

La premiére reconstruction dermique développé dadtitice de collagene(Bell et al., 1979). Le
fibroblastes sont intégrés dans une matrice dagatle de type | qu’ils remanient en la contract
La lattice se rétracte et forme ainsi un dermevadeint.

Leséponges de collagensont des biopolymeéres a base de collagene danseledes phénomenes
rétraction ne sont pas observés. Le modéle de gugade Tissu et de Cellules du Dr. Damour
composé de collagéne de type | et lll, de chonde#t-sulfate et de chondroitine-6-sulfate aing
de chitosan (Shahabeddin et al., 1990). Ce suggbrtommercialisé par BASF Beauty Care soy
nom de Mimedisk. Aprés ensemencement, les fibroblastes vont ren#iéponge et produire de
Matrice Extra Cellulaire (MEC) pour donner un éguént dermique, Mimedefin(Berthod and
Damour, 1997).

Enfin, seuls quelques modeles consistent a laissefibroblastes néo-synthétiser la MEC s
support matriciel pré-existant. Ces modéles sosedasur I'utilisation de I'acide ascorbique p
favoriser la prolifération des fibroblastes et taguction de MEC (Phillips et al., 1994; Micheladt,
1999).

Ces dermes équivalents peuvent étre endothésalpsr I'ajout de cellules endothélial
ombilicales dans des lattices (Hudon et al., 2@@B)les éponges de collagéne (Tremblay et al., 2
mais également rendus immunocompétents par liatiégr de DC (Dumont et al., 2004; Guironne
al., 2001).

Peaux reconstruites

La plupart des modéles de dermes reconstruits pittsdemment ont été utilisés comme subs
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dermiques pour 'élaboration de peaux reconstrigtggres. Ainsi, ces modeles peuvent étre ré
en ensemencgant des kératinocytes a la surfacdtidedade collagéne (Bell et al., 1981; Prunie
al., 1983; Pageon and Asselineau, 2005), mais rdgaliesur une éponge de collagéne (Black e
2005; Saintigny et al., 1993 ; Shahabeddin e &B0 ).

Tous ces modeéles peuvent étre complexifié parutajie mélanocytes (Nakazawa et al., 1997; S
et al., 2006), de DC (Fransson et al., 1998; Derllambuyant et al., 2006) ou de mélanoc
(Black et al., 1998 ; Sahota et al., 2003).

lisés
e
al.,

uto
tes



'

Figure 24: Microscopie électronique de I'épididyme de souris

(d’apreés Furuse et Tsukita, Trends in Cell biology 2006)
Echelle: 100 nm

Ve T ¥ i

Figure 25: Cryofracture d’un épithélium de rein de souris
(d’aprés Furuse et Tsukita, Trends in Cell biology 2006)

OCCLUDIN CLAUDIN-1 JAM-1
65 kDa 22-24 kDa 40 kDa

Figure 26: Représentation schématique de la structure de 'Occludin, de
Claudin-1 et de JAM-1

(d’apreés Schneeberger and Lynch, Am J Physiolo Cell Physiol 2004)



ENCADRE 6 : LES JONCTIONS INTERCELLULAIRES

Les jonctions intercellulaires permettent d’assugercohésion d’'un tissu tout en permettant |
communication cellulaire.

Jonctions Jonctions Jonctions Desmosomes
communicantes adhérentes serrées

Filaments
intermédiaires

“\_ embrane
VN

plasmique

Actine

Connexons Cadhérines Complexe Cadhérines
protéique
Les jonctions communicantes ou jonctions Gap Conmexirsrmexon

Ce sont des canaux qui mettent en communicatiofy, ., .1e
le cytoplasme de 2 cellules. Les canaux sont formésasmique
de 2 connexons. Chaque connexon est constitué par
un hexameére de 6 protéines transmembranaires, les
connexines. A travers ce canal de 2 nm de diamétre,
toutes les molécules solubles dans I'eau peuvent

traverser. Espace
intercellulaire d

-4 nm

‘espace Canal

hydrophilique
Membrane plasmique
Les jonctions adhérentes Catgnine
Les jonctions adhérentes sont formées de ~ Vinculine
cadhérines, dont la E-cadhérine, qui s’associest av
des filaments d'actinevia d'autres protéines de
liaison a l'actine telles que la vinculine oua-I’
actinine. Les catéeninesa,( B ou y) permettent Actine =
I'association entre les cadhérines et ces protéiees
liaison a l'actine.

a-actinine

Cadhérine

Membrane plasmique

Les desmosomes Cadhérines

Les desmosomes sont des points de contact en
forme de bouton pression. Sur chague membrane
cellulaire, une plaque cytoplasmique dense, la
desmoplakine, est connectée au cytosquelette urésea
de filaments intermédiares (kératines par exemple).
Les cadhérines desmosomales, les desmogléines et
les desmocollines, fixées a la plaque cytoplasmique
s'associent pour relier les 2 plaques cytoplasnsique

Desmoplakine

Filaments
intermédiaires

D




Occludin

Cingulin » _ Actine

E-cadhérine

%8 Espace para-
cellulaire
Membrane
- plasmique

Figure 27: Représentation schématique de la composition d’une jonction serrée
(Modifiée d’aprés Nastech Pharmaceutical Company Inc.)

Entre deux cellules, les Occludin, les Claudins et les JAM, protéines transmembranaires, de chaque
cellule interagissent entre elles et forment un contact serré. Ces protéines membranaires
interagissent également avec des protéines cytoplasmiques telles que ZO-I et Cingulin, connectant
les jonctions serrées au réseau de filaments du cytosquelette mais aussi a d’autres protéines
cytosoliques telles que des facteurs de transcription permettant de moduler l'expression des
protéines des jonctions serrées.



Figure 28: Relarguage de virions par une cellule de Langerhans infectée par le
VIH en microscopie électronique

(Photo Colette Dezutter-Dambuyant)

Cellule de Langerhans fraichement isolée infectée par le VIH et relarguant au bout de 4 jours des
particules virales. Les virions néosynthétisés bourgeonnent a un pdle de la membrane plasmique.
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(b) Transfert
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infectieuse
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Figure 29: Mécanismes de transmission du VIH des cellules dendritiques aux
lymphocytes T

(D’aprés Wu et KewalRamani, Nature Review Immunology 2006)

2 mécanismes de transmission ont été établis:
o la trans-infection intervient par deux voies différentes:
- (a) transmission par la synapse infectieuse
- (b) transmission par des exosomes dans lesquels le virus est associé.

o La cis-infection intervient plus tard apres 1'exposition initiale de la cellule dendritique
avec le VIH et résulte en l'infection de celle-ci avec la production de novo de virions.
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Microbicides

Stades de développement

Surfactants
Nonxynol-9 Interruption de son usage comme microbicide aprés échec essais cliniques
Savvy™ (C31G) Essais cliniques de phase 111
Invisible Condom™ (Sodium Lauryl Sulphate) Essais cliniques de phase I/l
Modificateurs de pH
Acidform™ Essais cliniques de phase |
Buffergel™ Essais cliniques de phase II/II

Agents polyanioniques

Ushercell (sulfate de cellulose)

Interruption de son usage comme microbicide aprés échec essais cliniques

Carraguard® Essais cliniques de phase 111
PRO-2000 Essais cliniques de phase II/II1
Vivagel (SPL7013)™ Essais cliniques de phase [

CAP (Cellulose acétate phthalate)

Essai cliniques de phase [

Agents interagissant avec I'enveloppe virale

Cyanovirin-N

Testé dans un modele primate d'infection vaginale au SHIV

Agents interagissant avec gp120

2G12 Testé dans un modele primate d'infection vaginale au SHIV
b12 Testé dans un modele primate d'infection vaginale au SHIV
PRO-542 Testé in vitro dans un modele d'explant cervical humain
BMS-378806 Testé dans un modele primate d'infection vaginale au SHIV
Agents interagissant avec gp41
2F5 Testé dans un modele primate d'infection vaginale au SHIV
C52L Testé dans un modele primate d'infection vaginale au SHIV
Enfuvirtide Etudes in vitro
C34 Testé in vitro dans un modéle de muqueuse humaine
4E10 Etudes in vitro
Agents ciblant les co-récepteurs viraux
TNX-355 Essais cliniques de phase II/III en traitement thérapeutique de patients VIH+
CMPD-167 Testé dans un modele primate d'infection vaginale au SHIV
Vicriviroc® Interruption de son usage apres développement effets secondaires néfastes
Maraviroc® Essais cliniques de phase II/IIl en traitement thérapeutique de patients VIH+
Aplaviroc® Interruption de son usage apres développement effets secondaires néfastes
PRO-140 Essais cliniques de phase II/IIl en traitement thérapeutique de patients VIH+
CCR5mab004 Essais cliniques de phase I en traitement thérapeutique de patients VIH+
PSC-RANTES Testé dans un modele primate d'infection vaginale au SHIV
AMD3100 Essais cliniques de phase I en traitement thérapeutique de patients VIH+
Agents inhibiteurs de la réplication
UC-781 Essais cliniques de phase [
Tenofovir Essais cliniques de phase II/III
Dapivirine Essais cliniques de phase |

Figure 31: Tableau récapitulatif de certains microbicides en cours de développement

(D’apreés Lederman, et coll., Nature Review Immunology 2006 et McGowan, Biologicals 2006)

SHIV, virus de I'immunodéficience simien-humain
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Anti-HLA-DR

> >
Anti-fibroblaste Anti-CD3 Anti-CD19

(Clone SM1214P)

Figure 1 supplémentaire : Présence majoritaire de fibroblastes dans la
suspension dermique humaine

Marquage par cytométrie en flux de la suspension cellulaire totale dermique apreés
dissociation enzymatique.



(2)

(b)

CD14

>
CDla langerin

Figure 2 supplémentaire

Deux populations CD1aforte CD14faible et CD1afaible CD14fort sont
présentes dans le derme. Double marquage par cytométrie en flux
de suspension cellulaire totale de derme.

Les DDC n'expriment pas la langerin. Marquage par cytométrie en
flux de cellules dendritiques du derme HLA-DRforte CD1c* isolées par
purification magnétique via CDlc. Le contrdle isotypique est
représenté en gris.



CCR1 CCR2 CCRS

CCRé6 CCR7 CXCR1 CXCR4

Figure 3 supplémentaire : Les cellules dendritiques dermiques expriment des
récepteurs de chimiokines

Marquage par cytométrie en flux de cellules dendritiques du derme HLA-DRforte
CD1c* isolées par purification magnétique via CDlc. Les contréles isotypiques sont
représentés en gris.

CD83 CD86

Figure 4 supplémentaire : Les cellules dendritiques dermiques sont
faiblement activées

Marquage par cytométrie en flux de cellules dendritiques du derme HLA-
DRforte CD1c* isolées par purification magnétique via CDlc. Les contrdles
isotypiques sont représentés en gris.



100 -

90 -

80 -

70 A

60 -

50 -

40 1

- T
30 1
20 A
10 -
0 l
9] ) 3 ] ) > » & > N o N ©
& @5’\0 & E S R SN VoY v S
&@@ ©) & @,o oé< @'06 @’C’% «
o° S ¢ & S o
0&:’0 @’Z}
& &
24 heures de culture &
\Se}\\e
(\6
b «

1

00 +

90

80 -
70 A
60
50 -
40 +
30 -
20 4
10 -
0 - T T
oY N 3 Sl >

© < &

O
‘ & o
Q I Q N % Q & 2 O
& N & & <
O@

'\
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Figure 5 supplémentaire : Les cellules dendritiques dermiques survivent difficilement ex vivo

(a)

(b)

Mesure de la viabilité des DDC frdichement isolées cultivées pendant 24 heures en milieu de
culture seul ou additionné de différents composés. La viabilité est déterminée par
cytométrie en flux par marquage a l'iodure de propidium.

Mesure de la viabilité des DDC aprés 24 heures de culture avec différentes cytokines ou
dans des inserts de type transwell contenant dans le compartiment apical la fraction
cellulaire non purifiée, c'est-a-dire majoritairement des fibroblastes. (milieu n=8, ligand n=3
minimum)

Mesure de la viabilité des DDC aprés 24 heures de culture avec différents ligands des TLR
(n=3)



Claudin-1

Claudin-4 | .=

Occludin

Figure 6 supplémentaire : Expression de Claudin-4 et Occludin
par I'épithélium de prépuce humain normal

Marquage par immunohistochimie des protéines des jonctions
serrées Claudin-1, Claudin-4, Occludin et ZO-1 sur coupes de
prépuce congelées. Contrecoloration a I'nhématoxyline.

Echelle: x 200



PBMC infectés par
VIH-R5 ou VIH-X4

Apical—p

Basal —»

Surnageants /‘
basaux et
suspensions
cellulaires basales

]

Co-culture avec
des PBMC
activés

ELISA p24

Figure 7 supplémentaire : Schéma du protocole d'infection des muqueuses reconstruites
a 4 et 24 heures

Les muqueuses intégrant ou non des CL sont incubées avec 1.106 PBMC infectés par du VIH
de fropisme RS ou X4. Apres 4 heures d'incubation, les milieux apicaux et basaux sont
collectés puis remplacés et la culture est prolongée pendant 20 heures. Les milieux basaux
collectés a 4 et 24 heures sont centrifugés de maniére a séparer les surnageants des
suspensions cellulaires. Les surnageants et suspensions cellulaires basaux sont alors mis en
co-culture avec des PBMC activés de maniere a détecter s'il y a eu passage du VIH
infectieux sous forme de particules virales libres ou dans des cellules infectées. Les
surnageants de cette co-culture sont récoltés et I'antigéne p24 est dosé par ELISA.

Virus Reconstruction  p24 (pg/ml)
+LC NS
92BR025/ R5 - LC NS
+LC NS
91US054/ X4 - LC NS

Figure 8 supplémentaire : Aucune particule virale n'est transmise
a travers la muqueuse vaginale en 24 heures

Dosage de I'antigene p24 par ELISA dans les surhageants basaux a 24
heures. Les résultats sont représentatifs de 3 reconstructions
indépendantes. NS = Non Significatif.
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Figure 9 supplémentaire: Infection et passage de virus de type X4 et de type R5 a
travers la muqueuse vaginale a 24 heures, et rdle des cellules de Langerhans dans la
transmission des virus de type X4

Cinétique de la co-infection des PBMC rapporteurs avec les suspensions cellulaires basales
des muqueuses reconstruites infectées aprés 24 heures par du virus de type X4 (a) ou de
type R5 (b). Dosage de I'antigene p24 par ELISA.

Les lighes en pointillés représentent les muqueuses avec CL, les lignes continues les

muqueuses sans CL. Les valeurs sont représentatives de 3 muqueuses indépendantes.
(*** P<0.001)
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Figure 10 supplémentaire : Au sein de I'épithélium vaginal, sont présents des cellules de
Langerhans et des lymphocytes T intra-épithéliaux

Marquages par Immunohistochimie sur coupes de vagin inclus en Histowax®.
Contrecoloration d I'hématoxyline. Echelle: x 200

De nombreux lymphocytes T intra-épithéliaux sont détectés dans I'épithélium aprés
marquage par CD45 ; en effet, I'observation du marquage HLA-DR révele uniquement la
présence des cellules de Langerhans, ces nombreuses cellules CD45* ne sont alors pas toutes
des cellules de Langerhans.
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PBMC CMFDA* infectés par VIH-X4

Figure 11 supplémentaire : Des cellules CMFDA* infectées traversent la muqueuse vaginale

1.106 PBMC infectés par du VIH de type R5 ou X4 et marqués par du Cell Tracker vert CMFDA sont
incubés dans la compartiment apical des muqueuses reconstruites. Aprés 4 heures d'incubation, les
milieux apicaux et basaux sont collectés puis remplacés et la culture est prolongée pendant 20
heures. 25.10* PBMC non marqués sont ajoutés pour culoter chaque échantillon, qui sont ensuite
analysés par cytométrie en flux. (a) PBMC infectés par la souche virale 92BR025 (R5), (b) PBMC
infectés par la souche virale 91US054 (X4). Un dot représentatif est présenté, n=6.



