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PAMP : Pathogen Associated Molecular
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PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell
pDC : Cellule Dendritique plasmacytoide
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PRR : Pattern Recognition Receptor

RIG-I : Retinoic acid Inducible Gene-1
RLR : RIG-Like Receptor

RT : Transcriptase Reverse

SCF : Stem Cell Factor

SDF : Stromal Derived Factor
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SIV : Virus de I’Immunodéficience Simienne
TAP : Transporter-Associated with antigen
Processing

TAR : Tat Responsible Region

TCR : Récepteur des Lymphocytes T

TEER : Trans Epithelial Electric Resistance
TGF : Transforming Growth Factor

TLR : Toll Like Receptor

TNF : Tumor Necrosis Factor

VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine
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Introduction



Le systeme immunitaire participe au maintien de l'intégrité de 'organisme en assurant
la protection contre les agents pathogenes ou les dérégulations internes de 1’organisme tels
que les cancers. La réponse immunitaire est déterminée par deux grands mécanismes
complémentaires, la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative. La
réponse immunitaire adaptative, hautement spécifique, est caractérisée par I'établissement
d’une mémoire immunologique. Ce systeme utilise un large répertoire de récepteurs, codés
par des segments de genes réarrangés, exprimés par les lymphocytes T et B. La réponse
immunitaire innée, au contraire, est tres rapide et ne repose pas sur l'expansion clonale
lymphocytaire mais sur des récepteurs codés par des genes ne subissant pas de
réarrangements, dénommeés Pattern Recognition Receptors (PRR). Ces récepteurs reconnaissent
des signaux de danger, soit des motifs associés aux micro-organismes, les PAMP (Pathogen
Associated Molecular Pattern), soit des signaux endogenes dérivé de tissus ou cellules
endommagés. Les cellules dendritiques (DC), cellules présentatrices d’antigenes
professionnelles, sont présentes a l'interface entre I'immunité innée et 'immunité adaptative.
En effet, ces cellules ont la capacité a capturer des antigenes via les nombreux récepteurs
qu'elles expriment et a les appréter sur leurs molécules du Complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH). Elles migrent alors vers les organes lymphoides secondaires ou
elles vont activer les lymphocytes T naifs et ainsi initier une réponse immunitaire adaptative

spécifique. Les DC sont donc essentielles a la mise en place de la réponse immunitaire.

Les organes périphériques en relation directe avec le milieu extérieur, tels que la peau
ou les muqueuses, représentent la porte d’entée principale des micro-organismes
pathogenes. Les DC de ces tissus, les cellules de Langerhans (CL) et les DC interstitielles ou
dermiques (DDC) dans le derme, pourraient donc jouer un role majeur dans I'immunité de la
peau et des muqueuses. Au cours de cette these, nous nous sommes intéressées a ces DC et a
leur rdle dans l'immunité cutanée, plus particulierement dans l'immunité innée via la
reconnaissance des signaux de danger. Nous avons étudié, en particulier, 'expression de
certains récepteurs de I'immunité innée. Parmi ces nombreux PRR, nous nous sommes
concentrées sur les lectines de type C, les récepteurs scavengers et les récepteurs Toll-Like
(TLR). Actuellement, 1'essentiel des études portent sur les DC cutanées murines ou sur des
DC générées in vitro. Ainsi, afin de mieux comprendre le role in vivo chez I’homme de ces DC
cutanées, nous avons conduit notre travail sur les CL et les DDC fraichement isolées de peau

humaine.



Nous nous sommes ensuite intéressées a une application précise du role des CL, en
particulier, dans 'immunité des muqueuses en étudiant, plus particulierement l'infection par
virus de I'immunodéficience humaine (VIH). En effet, les muqueuses génitales représentent
la voie principale de contagion et de propagation du VIH. Les CL de ces muqueuses, de par
leur rdle essentiel dans l'initiation de la réponse immunitaire et leur capacité a migrer,
semblent étre des cibles majeures du VIH. Nous avons alors examiné le role précis des CL
dans cette infection. Par ailleurs, nous avons étudié le mécanisme de passage du VIH a
travers une muqueuse vaginale en évaluant si le phénomene de transcytose du VIH observé
a travers I'épithélium monostratifié intestinal existe au sein de cette muqueuse pluristratifiée,
via le développement d’'un modele tridimensionnel de muqueuse vaginale humaine

reconstruite.

Ce document est divisé en deux grands chapitres, le premier consacré a une étude de la
littérature, le second aux travaux réalisés au cours de ce doctorat. Dans le premier chapitre,
nous développerons tout d’abord une revue bibliographique axée sur les DC. Nous
détaillerons essentiellement les aspects concernant les DC humaines et leur role dans
I'initiation de la réponse immunitaire. La seconde partie abordera la transmission du VIH a
travers les muqueuses génitales. Cette revue bibliographique sera suivie d’un article
d’ouvrage rédigé au cours de ce doctorat concernant le VIH et les DC des muqueuses.

Dans le second chapitre, les résultats seront présentés sous forme de publications
scientifiques. Dans le premier article, publié dans le Journal of Immunology, nous détaillerons
I'expression des TLR par les CL humaines fraichement isolées ainsi que leur réponse a
certains ligands de TLR. Le second article, en préparation, examinera les DDC, leur
expression de différents PRR et leur fonction. Enfin, dans le troisieme article, en révision a
AIDS, nous présenterons une analyse des évenements précoces de l'infection au VIH a
travers la muqueuse vaginale humaine et le rdle possible des CL de ces muqueuses.
L’ensemble de nos résultats sera discuté et nous aborderons notamment la notion de
coopération entre les CL, les DDC et leur environnement dans la mise en place de la réponse

immunitaire cutanée.



En conclusion, ce travail aura permis de mieux caractériser les DC cutanées, en
particulier par la détermination de leur expression des récepteurs de I'immunité innée. Cette
meilleure connaissance des DC cutanées permettra de mieux appréhender leur rdle dans
I'immunité de la peau et des muqueuses. Par ailleurs, le modele de muqueuses vaginale
reconstruite développé au cours de cette these devrait permettre d’affiner la compréhension
des mécanismes de transmission de l'infection au VIH et également a d’autres pathogenes.
Enfin, ce modele pourrait servir de support au développement de stratégies de prévention

de la transmission du VIH dans les voies génitales telles que les microbicides.



Chapitre 1 : Etude bibliographique



1. LES CELLULES DENDRITIQUES

Les cellules dendritiques ont été initialement décrites en 1868 par Paul Langerhans
dans I'épiderme humain (Langerhans, 1868) puis dans les organes lymphoides secondaires
murins par R. Steinman (Steinman and Cohn, 1973). Les cellules dendritiques (DC) sont des
cellules présentatrices d’antigenes professionnelles (CPA). De par leur distribution dans tout
I'organisme et en particulier dans les tissus périphériques communiquant directement avec
le milieu extérieur, les DC jouent un rdle de «sentinelles » du systeme immunitaire. Bien
qu’en faible nombre, elles sont au cceur du déclenchement des réponses immunitaires
spécifiques, en exercant un contrdle sur la spécificité, 1'intensité et la nature de la réponse

immune, et se placent a I'interface entre I'immunité innée et adaptative.

A. Les cellules dendritiques de la peau et des muqueuses

1. Diversité des cellules dendritiques dans I’organisme
D’origine hématopoiétique, les DC passent durant leur cycle de vie par différents
stades de maturation. Elles forment un systeme hétérogene et complexe, constitué¢ par de
nombreuses sous-populations aux fonctions distinctes. Cette diversité des DC est appréciable
a plusieurs niveaux selon: (i) leur localisation anatomique et leur phénotype, (ii) leur origine,

(iii) leurs fonctions et (iv) la réponse immunitaire induite.

a. Phénotype des cellules dendritiques

Le phénotype des DC n’est pas constant durant leur cycle de vie mais évolue et
témoigne de leur stade de maturation ou d’activation, et de leur diversité.

En accord avec leur origine hématopoiétique, les DC humaines expriment la molécule
CD45, les marqueurs myéloides CD13 et CD33. Les DC sont de lignage négatif, c’est-a-dire
qu’elles ne possédent pas les marqueurs associé€s aux cellules NK (Natural Killer) (CD56 et
CD57), aux lymphocytes T (CD3) et B (CD19 et CD20). Cependant la molécule CD4 est
exprimée par certaines DC (cellules de Langerhans et DC des centres germinatifs) et CD2 est
présent a la surface des DC du sang périphérique. Par ailleurs, la molécule CD83, marqueur
des lymphocytes B activés, est fortement exprimée par les DC dites « matures » des zones
riches en lymphocytes T des organes lymphoides secondaires et par une sous-population des

DC du sang (Zhou and Tedder, 1995).



Les DC expriment de nombreux récepteurs impliqués dans la reconnaissance et la
capture spécifique d’antigenes. Les DC expriment des récepteurs du complément ou des
récepteurs des fragments Fc des immunoglobulines (Ig). D’autres récepteurs de
reconnaissance des antigenes sont également retrouvés sur les DC immatures : les lectines de
type C, les TLR (Toll Like Receptor) ou les récepteurs scavengers. L’expression de ces récepteurs
et leurs propriétés seront détaillées dans la partie B « Reconnaissance des signaux de

danger ».

En accord avec leur role dans la présentation antigénique, les DC expriment les
molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de classe I et II ainsi que
I’antigene CD74 (chaine invariante Ii) (Pure et al., 1990). Certaines DC expriment également
les molécules CD1 impliquées dans la présentation d’antigenes glycolipidiques : les cellules
de Langerhans expriment CDla, b et ¢ alors que les DC interstitielles du derme expriment
CD1b, c et d et plus ou moins CDla (Brigl and Brenner, 2004). Les molécules de co-
stimulation CD40, CD80/B7-1, CD86/B7-2 et sont exprimées de maniere variable selon leur
stade de maturation. Les DC expriment aussi d’autres molécules de la famille B7, impliquées
dans la modulation de l'activation des lymphocytes T, telles que B7-H2/CD275/ICOS-L
(Inducible Costimulator-Ligand) (Witsch et al., 2002), B7-H1/CD274/PD-L1 (Curiel et al., 2003)
et B7-DC/CD273/PD-L2 (Tseng et al., 2001). L’expression de CD134/0OX40-Ligand (Ito et al.,
2005) et CD137/4-BB1-Ligand (Kim et al.,, 2002) est également retrouvée. De méme, la
molécule lysosomiale DC-LAMP (DC-Lysosome-Associated Membrane glycoProtein)/CD208 est
uniquement exprimée par les DC matures des zones riches en lymphocytes T des organes
lymphoides secondaires (de Saint-Vis et al., 1998). Enfin, les DC expriment les molécules
d’adhérence CD11a (LFA-1), CD11c, CD18, CD29, CD44, CD54 (ICAM-1) et CD58 (LFA-3)
(Caux et al., 1996b).

b. Distribution in situ des cellules dendritiques
Les DC sont réparties dans tout 1’organisme : dans les organes non lymphoides tels que

la peau et les muqueuses, dans le sang et la lymphe ainsi que dans les organes lymphoides.

b.1. Les cellules dendritiques circulantes

Représentant de 0.1 a 1% des cellules mononucléées sanguines (Freudenthal and

Steinman, 1990), les DC du sang sont caractérisées par une forte expression du CMH de



classe II (HLA-DR) et par un lignage négatif (O'Doherty et al., 1994). Deux sous-populations
basées sur la base de l'expression de CD11c ont été isolées chez ’homme (Robinson et al.,
1999): la population CD11lc* ou DC myéloides et la population CD1lc ou DC

plasmacytoides.

x Les cellules myéloides du sang

La population CD11c* ou DC myéloides (mDC) du sang se sous-divise en trois sous
populations : une population de cellules CD16* CD14 et CD33 faibles représentant 40 a 80%
des cellules CD11c*, une seconde population CD1b* CD1c* CD33* constituant pres de 20 a
50% des cellules CD11c* et enfin une population minoritaire BDCA-3* (thrombomodulin)
CD14- CD33* (MacDonald et al., 2002; Piccioli et al., 2007). Une autre équipe a, quant a elle,
montré qu’une population de DC, caractérisée par l'expression de CD16 et du 6-sulfo-
LacNac et dénommée SlanDC, représente la population majoritaire des mDC du sang

(Schakel et al., 2002; Schakel et al., 2006).

x Les cellules plasmacytoides du sang

Les cellules plasmacytoides (pDC), longtemps appelées NIPC (Natural Interferon
Producing Cells) sont rares (seulement 0.2 a 0.8% des cellules mononucléées du sang
périphérique) mais tres importantes car elles produisent de fortes quantités d’interféron o
(IFNc) en réponse a des stimuli particuliers. Elles ont été identifiées initialement dans les
zones T des amygdales, et correspondent aux cellules T plasmacytoides précédemment
observées dans les ganglions lymphatiques (Grouard et al., 1997). Elles sont caractérisées par
une forte expression de CD123/IL3-Ra et par I'absence de CD11c, contrairement a leurs
homologues murins. Elles expriment également BDCA-2 et BDCA-4/neuropilin-1. Les pDC,
durant la vie adulte, sont produites constamment dans la moelle osseuse, circulent dans le

sang périphérique puis colonisent les organes lymphoides (Dzionek et al., 2001; Liu, 2005).

x Les cellules dendritiques de la lymphe afférente

Les DC de la lymphe afférente sont des cellules dites « cellules voilées » du fait de leur
morphologie (Steinman, 1991). Ces grandes cellules mononucléées peuvent représenter
jusqu’a 20% des cellules de la lymphe et sont considérées comme des cellules en transit des

tissus périphériques vers les organes lymphoides (Banchereau et al., 2000). Plus récemment,



grace une technique particuliere de canulation, les DC isolées ex vivo de la lymphe afférente

sont étudiées chez le mouton (Schwartz-Cornil et al., 2006).

b.2. Les cellules dendritiques des organes lymphoides

x Les cellules dendritiques interdigitées

Les DC interdigitées (IDC), situées dans les zones extra-folliculaires riches en
lymphocytes T ont été observées dans différents organes tels que la rate, les ganglions
lymphatiques, les amygdales, les plaques de Peyer et les végétations (Steinman, 1991). Elles
sont caractérisées par une forte expression du CMH de classe II, du CD40, des molécules de
co-stimulation CD80 et CD86 et du CD83 (Vyth-Dreese et al., 1995; Bjorck et al., 1997;
Summers et al., 2001) et par I'expression de DC-LAMP (de Saint-Vis et al., 1998).

x Les cellules dendritiques des centres germinatifs

Les DC des centres germinatifs (GCDC) ont été initialement identifiées au niveau des
follicules B des centres germinatifs (Grouard et al., 1996). Ces cellules sont également
présentes au sein de la rate et des ganglions lymphatiques. Contrairement aux IDC, elles
expriment faiblement CD40, CD80 et CD86 mais pas DC-LAMP, et de plus elles expriment
fortement CD54 (Goval et al., 2006). In vitro, les GCDC sont capables d’activer en culture des
lymphocytes T allogéniques et de stimuler la prolifération des lymphocytes B des centres

germinatifs en présence d’interleukine 2 (IL-2) et de CD40 (Dubois et al., 1999).

x Les cellules dendritiques du thymus et de la rate

Le thymus contient trois populations de DC : une population majoritaire CD11c* HLA-
DR+ CD11b- CD14;, une seconde population CD11c* HLA-DR* CD11b* CD14* présentant des
caractéristiques communes aux GCDC et enfin une derniere population constituée de pDC
(Bendriss-Vermare et al., 2001; Schmitt et al., 2007).

Dans la rate, quatre populations de DC ont été caractérisées: (i) des DC immatures
résidentes CD11c* CD83- CD86" situées dans la zone marginale, (ii) des DC matures CD11c*
CD83* CD86* dans les zones T, (iii) des DC CD11c* CD83- CD86 apparentées aux GCDC dans
les zones B et (iv) des pDC (Mcllroy et al., 2001).



b.3. Les cellules dendritiques périphériques

Localisées au niveau des muqueuses et de la peau, les cellules de Langerhans (CL),
sont retrouvées dans la majorité des épithéliums pluristratifiés (vagin, cornée, etc...) et des
épithéliums simples (estomac, utérus, poumon, etc...) (de Fraissinette et al., 1989). Les DC
dites interstitielles ont également été décrites dans les espaces interstitiels des différents
organes et tissus conjonctifs (derme ou chorion, cceur, foie, pancréas, thyroide, etc...) (Hart
and McKenzie, 1990). Dans les sections suivantes A2 et A3, nous présenterons une

caractérisation plus complete des CL et des DC du derme (Figure 1).

2. Les cellules de Langerhans

Décrites en 1868 dans lI'épiderme par Paul Langerhans (Langerhans, 1868), les CL
furent longtemps considérées comme des cellules appartenant au systeme nerveux par leur
forte affinité aux colorations par des sels d’or, leur morphologie dendritique et leur
continuité avec les fibres nerveuses du derme. Cette affiliation fut maintenue jusque dans les
années 70 ou elles ont été définitivement considérées comme des DC. Les CL sont
caractérisées in situ par la présence d’extensions cytoplasmiques longues et fines émergeant
de corps cellulaires de petite taille (Figure 2). L'utilisation de méthodes histochimiques (sels
d’or) et histo-enzymatiques (ATPase ou myéloperoxydase) a permis de les localiser dans les
couches basales et suprabasales de I'épiderme. Les CL représentent de 1 a 5 % des cellules
épidermiques avec une densité de 100 a 1100 CL au mm? (Chen et al., 1985). Par ailleurs, elles
possedent un noyau plurilobé entouré d'un cytoplasme clair dépourvu de tonofilaments, de
desmosomes et de mélanosomes. Les CL possedent un organite intracytoplasmique unique
permettant de les identifier avec certitude : le granule de Birbek (BG) (Birbeck et al., 1961). 11
se présente sous la forme d’un batonnet rectiligne ou incurvé ou sous forme dite «en
raquette de tennis » lorsque 1'une des extrémités est en continuité avec une vésicule. Le BG
est formé par deux membranes accolées séparées par une zone régulierement striée en
« fermeture éclair » (Figure 3). La lectine de type C langerin, marqueur spécifique des CL, est
préférentiellement associée aux BG et intervient dans leur biogénese (Valladeau et al., 2000).
En effet, la présence des BG peut d’ailleurs étre détectée par 'anticorps anti-Lag (Langerhans
Associated Granules), reconnaissant un épitope intracellulaire de la langerin (Kashihara et al.,
1986). Par ailleurs, la transfection de fibroblastes avec un ADN codant pour la langerin induit
la formation d'un réseau dense de structures présentant les caractéristiques des BG

(Valladeau et al., 2000).
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En accord avec leur appartenance a la population des DC, les CL expriment CD45 et les
marqueurs myéloides CD13 et CD33 et sont négatives pour les marqueurs de lignage (Figure
4). Les CL expriment tous les composants de la machinerie de présentation antigénique : les
CMH de classe I et II et la chaine invariante Ii/CD74. Elles expriment également CDla
(absent chez les CL de souris), impliqué dans la présentation d’antigenes glycolipidiques,
CD1b et c mais pas CD1d (De Panfilis et al., 1988; Elder et al., 1993; Ronger-Savle et al., 2005).
La molécule d’adhérence E-Cadhérine, exprimée par les kératinocytes, est également
présente a la surface des CL (Blauvelt et al., 1995). Par ailleurs, les CL expriment des
intégrines de la famille f1 (al a a6) (Le Varlet et al., 1991) et des intégrines de la famille (32
(De Panfilis et al., 1989). Des molécules d’adhérence spécifiques pour le contact avec les
lymphocytes sont également exprimées par le CL: ICAM-1/CD54, ICAM-3/CD50, LFA-
3/CD58 (De Panfilis et al., 1990; De Panfilis et al., 1991).

3. Les cellules dendritiques dermiques
Le derme, tissu conjonctif dense et fibro-€lastique est constitué en majorité par des
fibroblastes mais contient en plus de nombreux autres types cellulaires résidents ou
transitoires: des cellules endothéliales formant le réseau vasculaire, des cellules nerveuses, et
des cellules immunitaires (macrophages, lymphocytes T, mastocytes et DC). Contrairement a
leurs homologues épidermiques, les cellules dendritiques dermiques (DDC) sont peu
étudiées, la complexité structurale et cellulaire du tissu dermique ne facilitant pas leur

isolation et leur identification.

Au début des années 1990, une nouvelle population cellulaire résidant dans le derme a
été mise en évidence par immuno-histochimie (Cerio et al., 1989; Sontheimer et al., 1989;
Derrick et al, 1993). Ces cellules de forme dendritique expriment le facteur intra-
cytoplasmique de coagulation XIlla (facteur XIIla) ainsi que le CMH de classe II. Ces cellules
ont été dénommées « dendrocytes dermiques», terme initialement proposé par J. Headington
pour décrire des cellules du derme possédant des activités enzymatiques (ATPase, lysozyme
ou phosphate acide, entre autres) permettant de les distinguer des fibroblastes (Headington,
1986). Les DDC présentent toutes les caractéristiques morphologiques des DC: fins
prolongements cytoplasmiques et noyau plurilobé. Par ailleurs, 1’absence de BG et de
marquage Lag, spécifique des CL, confirment que ces cellules ne sont pas des CL ayant

migré au sein du derme (Lenz et al., 1993; Katou et al., 2000).
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Afin de caractériser au mieux ces cellules, deux techniques ont été utilisées. La
premiere méthode utilise une suspension de derme humain digéré enzymatiquement et des
triples marquages en cytométrie en flux (Meunier et al., 1993), alors que la seconde utilise des
cellules ayant émigré d’explants de derme humain (Lenz et al., 1993; Nestle et al., 1993;
Larregina et al., 2001). De maniere intéressante, selon la technique utilisée pour I'étude des
DDC, les données obtenues sont parfois divergentes. D"une part, Meunier et coll. démontrent
qu’au sein de la population cellulaire du derme, 25 a 45% des cellules expriment HLA-DR et
CD45 (Meunier et al., 1993) tandis que les DC émigrantes de Nestlé et coll. expriment toutes
fortement HLA-DR et CD45 et constitutivement CD1c et le facteur XIIla (Nestle et al., 1993).
Meunier et coll. définissent plus particulierement I'existence de deux populations HLA-DR
positives selon 1'expression de CD11c et CDI1c: la premiere CD11cf" co-exprime CDlc et
CD1a ainsi que le facteur Xllla, la seconde CD11cfP est négative pour CDlc et exprime
CD36 (Meunier et al., 1993). L’existence de ces deux populations a par ailleurs été confirmée
par les travaux de Gonzalez-Ramos et coll. qui définissent alors la population HLA-DR*
CD1c CD11bf®e comme une population de macrophages (Gonzalez-Ramos et al., 1996). La
population HLA-DR* CD1c* CD1a* CD11c®" représenterait alors la population de DDC.
D’autre part, I'expression des molécules CD40, CD80, CD83 et CD86 differe également selon
la technique utilisée. En effet, 'expression de ces molécules est significativement augmentée
dans les DDC issues de migration, révélant qu’elles sont déja entrées dans un processus
d’activation induit lors de leur migration hors de I’explant (McLellan et al., 1998; Furio et al.,
2005). Par ailleurs, une dichotomie dans I'expression de CD1a et CD14 a été retrouvée dans
certaines études utilisant des DC migrantes et fraichement isolées: la premiere sous-
population des DDC est CDla* CD14, la seconde est CDla- CD14* (Nestle et al., 1993;
Turville et al., 2002; Angel et al., 2006).

Les DDC expriment CD1d, CD32 ainsi que certains récepteurs d’adhésion et de co-
stimulation tels que CD54 et CD18 (Figure 4). De plus, aucune expression de marqueurs
spécifiques des cellules endothéliales, tels que VCAM-1 ou E-Selectin (ELAM-1), n’a été
détectée (Nestle et al., 1993; Larregina et al.,, 1997; Gerlini et al., 2001). Enfin, les DDC
expriment les lectines de type C MMR (Mannose Macrophage Receptor) et ASGPR/mMGL
(ASialioGlycoProtein receptor/Macrophage Galactose/N-acetylgalactosamine-specific C-type Lectin
murine) (Valladeau et al.,, 2001; van Vliet et al., 2006). Elles expriment également la lectine

DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific ICAM-3-Grabbing Nonintegrin) (Geijtenbeek et al., 2000Db).
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Cependant, les travaux de Turville et coll. démontrent que DC-SIGN n’est exprimé que sur la
population CD1afe CD14* et est absent sur la population CD1af CD14- alors que le MMR
est retrouvé sur les deux populations bien que plus fortement sur les cellules CD1at CD14

(Turville et al., 2002 ).

4. Origine et différenciation des cellules dendritiques cutanées
a. Origine des cellules dendritiques cutanées
a.1. Chez 'homme

Chez 'homme, peu de travaux ont été réalisés pour déterminer 1l'origine des DC
cutanées et ceux-ci concernent principalement les CL. L’origine médullaire des CL a été
établie par l'étude de femmes ayant requ une greffe de moelle osseuse de donneurs
masculins qui présentent des CL porteuses du chromosome Y (Pelletier et al., 1984). Par
ailleurs, les travaux de Larregina et coll. ont identifié une population précurseur de CL dans
le derme. En effet, a partir de cellules émigrantes de peau totale, une forte population CD14+
CD1la (25-35 %), distincte des monocytes CD14* du sang périphérique et exprimant la
langerin, a été isolée. Cette population acheve sa différenciation en CL en présence de TGEF-
B1 (Transforming Growth Factor—f31) et, de par son expression de CCR6, possederait la capacité
a migrer vers l'épiderme en réponse au MIP-30. sécrété par les kératinocytes. Cette
population représenterait, d’apres ces travaux, un pool de précurseurs de CL qui pourrait
repeupler I'épiderme en cas de déplétion en CL (Larregina et al., 2001). Dans ce méme ordre
d’idée, Schaerli et coll. démontrent, dans un modele d’épiderme reconstruit, que des cellules
CD14+ dérivées de monocytes ou de précurseurs hématopoiétiques CD34* peuvent étre
recrutées dans l'épiderme via CXCL14 puis se différencier en CL au sein de l'épiderme

reconstruit (Schaerli et al., 2005).

L’origine des DDC reste, a I'heure actuelle, toujours inconnue. Cependant, les travaux
de G. Randolph suggerent que les DC pourraient avoir une origine monocytaire. Ils ont, en
effet, démontré la capacité de monocytes humains a se différencier en DC en utilisant un
systeme de migration cellulaire a travers une monocouche de cellules endothéliales

(Randolph et al., 1998; Randolph et al., 2002).
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a.2. Chez la souris

La grande majorité des études visant a déterminer les origines des DC utilise des
modeles animaux et plus particulierement des modeles murins. Les études chez la souris ont
en particulier permis d’établir que toutes les DC ont pour origine des cellules souches
hématopoiétiques de la moelle osseuse (Steinman et al., 1974; Katz et al., 1979). Initialement,
il a été suggéré l'existence de DC d’origine myéloide et de DC d’origine lymphoide. En effet,
il a été ainsi démontré que les DC se développent in vivo a partir d'un précurseur myéloide
commun (Inaba et al., 1993). Par ailleurs, les travaux du groupe de K. Shortman ont
également démontré 1'existence de précurseurs lymphoides aux DC et ont établi que ceux-ci
génerent les DC CD8, tandis que les précurseurs myéloides génerent les DC CD8- (Ardavin
et al., 1993). Depuis, des études ont montré que les progéniteurs communs lymphoides et
myéloides peuvent se différencier a la fois en DC CD8* et en DC CD8- (Traver et al., 2000;
Manz et al., 2001). Les systemes de différenciation des DC in vivo, si complexes, font encore
I'objet de nombreuses études, beaucoup de voies restant encore a découvrir (Shortman and

Naik, 2007).

Le développement des CL in vivo est également complexe et encore méconnu. Les
travaux, chez la souris, du groupe de M. Merad ont démontré, qu’en conditions normales, les
CL ayant migré hors de I'épiderme sont remplacées in situ soit par la prolifération de CL de
I'épiderme soit par des précurseurs présents dans la peau qui recolonisent 1'épiderme. Au
contraire, en conditions inflammatoires, la forte déplétion épidermique des CL serait
restaurée par le recrutement de précurseurs sanguins (Merad et al., 2002). Ces précurseurs
ont été tres récemment caractérisés par ce méme groupe. Ginhoux et coll. démontrent en effet
que les monocytes GR-1" sont recrutés dans 1'épiderme puis proliferent pendant 3-4 jours
avant de se différencier en CL langerin*en 2 a 3 semaines (Ginhoux et al., 2006). De maniere
similaire, la restauration des DC du derme a lieu d'une part en condition normale par la
prolifération in situ d’une population de DC dermique radiorésistante proliférative, et
d’autre part en conditions inflammatoires par des précurseurs circulants sanguins toujours

non identifiés (Bogunovic et al., 2006).

b. Génération in vitro de cellules dendritiques humaines
L’étude des DC a longtemps été limitée par la difficulté d’obtenir ces cellules ex vivo a

partir de tissu humain. Des lors, les systemes de culture in vitro des DC, permettant d’obtenir
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des DC phénotypiquement et fonctionnellement tres proches de celles observées in situ, ont
largement contribué a I'avancée des connaissances sur les DC. Par ailleurs, ces études in vitro
ont permis de caractériser des facteurs de croissance essentiels a la génération des DC
humaines.

b.1. Génération de cellules dendritiques a partir de progéniteurs

hématopoiétiques CD34*

En 1992, Caux et coll. démontrent que les progéniteurs hématopoiétiques CD34* issus
de sang de cordon ombilical sont capables de se différencier en CL en présence de GM-CSF
(Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor) et de TNF-o (Tumor Necrosis Factor-o)
(Caux et al., 1992). A un stade précoce de différenciation (entre 5 et 7 jours de culture) de ces
progéniteurs émergent deux sous populations de précurseurs : une population CDla* CD14-
et une population CDla- CD14*. Apres 12 a 14 jours de culture, ces deux populations se
différencient en deux populations de DC distinctes : la population CD1la* CD14- génere des
CL (BG* Lag" E-Cadhériner CD83* CD86%), tandis que la population CDla- CD14* se
différencie en DC exprimant des marqueurs de DC dermique (facteur XIIla, CD11b et CD36)
(Caux et al., 1996a). D’autres études ont également détaillé la différenciation de DC a partir
de progéniteurs CD34* de moelle osseuse ou de sang périphérique d’adulte (Reid et al., 1992;
Strunk et al., 1996).

De nombreuses combinaisons cytokiniques alternatives ont été ensuite utilisées pour la
génération des CL et des DC. Les DC interstitielles peuvent étre obtenues par 1’addition d'IL-
4 au GM-CSF et au TNF-o. Cette association oriente dans la voie de différenciation
interstitielle et inhibe la différenciation en macrophages (Rosenzwajg et al., 1996; Strunk et
al., 1996; Caux et al., 1999). L'IL-13, ayant des propriétés similaires a 1'IL-4, a également été
utilisée (Rosenzwajg et al., 1998). Les CL, quant a elles, sont majoritairement générées avec
du TGF-B1 (Transforming Growth Factor), dont le role primordial dans la différenciation des
CL a été démontré par I'étude de souris déficientes en TGF-1 qui sont dépourvues de CL
(Borkowski et al., 1996). En effet, la combinaison GM-CSF et TGF-f1 induit I'orientation
directe des progéniteurs CD34* mais également celle des précurseurs CD1la- CD14* dans la
voie de différenciation langerhansienne (Caux et al., 1999; Jaksits et al., 1999). Enfin,
I'addition de SCF (Stem Cell Factor), ligand de c-kit, de Flt3-ligand (fms-like tyrosine kinase-3

ligand), ou de thrombopoiétine dans ces cultures induit une tres forte expansion des
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progéniteurs CD34* et ainsi le nombre de DC obtenues (Szabolcs et al., 1995; Siena et al.,

1995; Rosenzwaijg et al., 1998; Arrighi et al., 1999).

b.2. Génération de cellules dendritiques a partir de monocytes

L’abondance des monocytes dans le sang périphérique humain et leur accessibilité a
amené de nombreux groupes a générer in vitro des DC a partir de monocytes. Contrairement
aux progéniteurs CD34", les monocytes se différencient, sans proliférer, en 4 a 6 jours de
culture en présence de GM-CSF et d'IL-4 (Romani et al.,, 1994; Sallusto and Lanzavecchia,
1994), d'IL-13 (Piemonti et al., 1995) ou d'IFNa. (Interféron o)) (Paquette et al., 1998). Ces DC,
CDla* CD14, nommées MoDC, présentent toutes les caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles des DC immatures et sont similaires a la sous-population CD14* obtenue a
partir de progéniteurs hématopoiétiques CD34*. Par ailleurs, elles possedent encore la
capacité a se différencier en macrophages en présence de M-CSF (Monocyte-Colony
Stimulating Factor) (Palucka et al.,, 1998). En revanche, apres stimulation par du LPS
(Lipopolysaccharide), du TNF-o/IL-1B, elles sont irréversiblement engagées dans la voie de
différenciation des DC (Palucka et al., 1998). Les travaux de G. Randolph ont confirmé la
capacité des monocytes humains a se différencier en DC dans un modele de migration
cellulaire a travers un endothélium cultivé sur gel de collagene (Randolph et al., 1998;

Randolph et al., 2002).

Les monocytes peuvent également se différencier en CL in vitro sous I’action combinée
de GM-CSF, d’'IL-4 et de TGF-B1 (Geissmann et al., 1998) ou de GM-CSF, d’'IL-13 et de TGF-
B1 (Bechetoille et al., 2003). Cependant, les CL générées en GM-CSF/TGF-B1/IL-4 ou IL-13
n’acquierent un phénotype de CL complet (forte expression en surface de langerin et
présence de BG) qu’apres une breve stimulation par le TNF-o (Bechetoille et al., 2003).
D’autre part, une autre combinaison cytokinique (GM-CSF et IL-15) a été décrite et permet de
générer des CL, langerin* BG,, CL plutdt activées ou peu différenciées (Mohamadzadeh et al.,
2001). Enfin, Notch-1 ligand, régulateur de la différenciation des monocytes en DC, favorise
également la différenciation de monocytes cultivés GM-CSF/TGF-B1 en CL (Hoshino et al.,
2005).
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B. Reconnaissance des signaux de danger

Comme précédemment décrit dans la section A «Phénotype des cellules
dendritiques », les DC expriment de nombreux récepteurs, qui peuvent étre impliqués dans
diverses fonctions et en particulier dans la reconnaissance et I'internalisation d’antigenes.

Charles Janeway et Ruslan Medzhitov ont émis I'hypothese que les mécanismes de
défense innée sont déclenchés par des récepteurs capables de reconnaitre des motifs présents
uniquement sur les pathogenes (Medzhitov and Janeway, 1997). Ces motifs ont été appelés
PAMP pour « Pathogen Associated Molecular Pattern ». Les PAMP sont des structures
relativement invariantes, présentes sur les micro-organismes mais absentes chez 1'hote et
communes a de nombreuses classes de micro-organismes. Contrairement a cette approche
basée sur la discrimination entre les éléments infectieux et éléments non infectieux, Polly
Matzinger a développé une autre théorie, la théorie du danger. Dans ce systeme, les PAMP
mais aussi les signaux dérivés de tissus ou cellules endommagés activent les APC
(Matzinger, 2002).

Les récepteurs capables de reconnaitre ces motifs et signaux de danger ont été
regroupés sous le terme Pattern Recognition Receptors (PRR) (Medzhitov and Janeway, 2002).
Certains PRR sont uniquement impliqués dans la capture et I'endocytose de pathogenes et
d’antigenes, tandis que d’autres peuvent conduire en plus a I’activation cellulaire. Parmi ces
PRR sont retrouvés les lectines de type C, les récepteurs scavengers, les récepteurs Toll-Like

(TLR), les récepteurs RIG-Like (RLR) ou encore les récepteurs NOD-Like (NLR).

1. Leslectines de type C

Les lectines de type C sont des protéines caractérisées par la présence d'un ou plusieurs
domaines de reconnaissance des carbohydrates (CRD) dont l'activité est dépendante du
calcium. En fonction d'une séquence particuliere en acides aminés, les CRD se divisent en
deux classes, I'une lie préférentiellement des résidus de type mannose et fucose et 1'autre
préférentiellement des résidus de type galactose (Drickamer, 1999).

La famille des lectines de type C présente une tres grande diversité, tant structurale que
fonctionnelle. Elle regroupe a la fois des protéines solubles, collectines et protéoglycanes, et
des protéines transmembranaires. Parmi ces protéines transmembranaires sont retrouvés des
récepteurs spécifiques aux lymphocytes T et aux cellules NK (CD9%4, Ly-49, NKG2), des

récepteurs impliqués dans l'adhésion cellulaire (les sélectines L, E et P) ainsi que de
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récepteurs d’endocytose tels que MMR (protéine de type I) ou DC-SIGN et langerin
(protéines de type II). Nous détaillerons ici uniquement les caractéristiques des lectines
suivantes: MMR, DC-SIGN, langerin, LSECtin et Dectin-1, dont le rdle dans la

reconnaissance de pathogenes a été clairement défini (Figure 5).

a. Récepteur du mannose des macrophages

Le récepteur du mannose des macrophages (MMR/CD206) est une lectine de type I
comportant huit CRD. Malgré sa dénomination, MMR est également exprimé par les DC
(Engering et al., 1997; Kato et al., 2000; Turville et al., 2002). MMR peut lier de nombreux
pathogenes tels que Candida albicans (Ezekowitz et al., 1990), Pneumocystis carinii (Ezekowitz
et al., 1991) ou encore Streptococcus pneumoniae (Zamze et al.,, 2002). Par ailleurs, il a été
démontré chez 'homme que MMR peut reconnaitre des composés endogenes modifiés tels
que des immunoglobulines présentant des altérations de la glycosylation, retrouvées dans
certaines maladies auto-immunes (Dong et al., 1999). De plus, une récente étude utilisant des
DC issues de souris MMR" démontre que MMR jouerait un role particulierement important

dans la présentation croisée d’antigenes solubles (Burgdorf et al., 2006).

b. DC-SIGN et Langerin

DC-SIGN/CD209 (Dendritic Cell-Specific ICAM-3-Grabbing Nonintegrin) est une lectine de
type II comportant un unique CRD a forte spécificité pour le mannose. Dans sa partie
intracytoplasmique DC-SIGN possede trois motifs d’internalisation (un motif di-leucine, une
triade d’acides amines EEE et un motif tyrosine) (Figdor et al, 2002). Bien que
majoritairement exprimé par les DC interstitielles (Geijtenbeek et al., 2000b; Jameson et al.,
2002; Ebner et al., 2004), son expression est également retrouvée sur certaines populations de
macrophages (alvéolaires, déciduaux ou médullaires) (Soilleux et al., 2002; Granelli-Piperno
et al., 2005). DC-SIGN a été initialement identifié pour sa capacité a lier le VIH (Curtis et al.,
1992). Depuis, il a été démontré qu’il interagit avec une pléthore de pathogenes dont des
virus (le virus de la dengue, de 'hépatite C ou Ebola) (Alvarez et al., 2002; Pohlmann et al.,
2003; Tassaneetrithep et al., 2003), des bactéries telles que Mycobacterium tuberculosis
(Geijtenbeek et al., 2003), des levures telles que Candida albicans (Cambi et al., 2003) et bien

d’autres encore (parasites, protozoaires).
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En plus de sa fonction de récepteur d’endocytose, les travaux de l'équipe de T.
Geijtenbeek ont établi que DC-SIGN agit également comme récepteur d’adhésion en
démontrant qu’il se lie avec une grande affinité a ICAM-2 permettant la transmigration
(migration a travers un endothélium par exemple) et le trafic des DC (Geijtenbeek et al.,
2000a) et qu’il lie également ICAM-3 (d’ou1 son nom) permettant de stabiliser le contact entre
la DC et le lymphocyte T nécessaire a I'engagement du récepteur des lymphocytes T (TCR)
(Geijtenbeek et al., 2000c).

Exprimée spécifiquement par les CL, la langerin/CD207 est une lectine de type II. Elle
contient dans sa partie intracytoplasmique une séquence riche en proline (Valladeau et al.,
1999; Valladeau et al., 2000). Son CRD présente une spécificité de type mannose (Stambach
and Taylor, 2003). Par ailleurs, elle reconnait la glycoprotéine d’enveloppe gp120 du VIH
(Turville et al., 2002; de Witte et al., 2007) ainsi que des levures telles que Candida albicans
(Takahara et al., 2004).

c. LSECtin

LSECtin (liver and lymph node sinusoidal endothelial cell type lectin) est une nouvelle
lectine de type C caractérisée en 2004 dans les cellules endothéliales sinusoidales du foie et
des ganglions lymphatiques (Liu et al., 2004). Son expression a récemment été retrouvée sur
les mDC du sang et les DC thymiques humaines ainsi que sur les MoDC (Dominguez-Soto et
al., 2007). De maniere tres intéressante, LSECtin est impliqué dans la liaison et dans
Iinternalisation de virus tels que les filovirus (Ebola) ou les coronavirus (virus du SRAS,
Syndrome Respiratoire Aigu Sévere) alors qu’il ne reconnait ni le VIH, ni le virus de

I'hépatite C (Gramberg et al., 2005; Dominguez-Soto et al., 2007).

d. Dectin-1
Dectin-1 est une lectine de type II. Identifié au préalable sur les DC murines de la rate
et les DC du sang humain (Ariizumi et al., 2000; Yokota et al., 2001), Dectin-1 est fortement
exprimé par les macrophages mais également par les monocytes et les neutrophiles ainsi que
sur certaines populations de lymphocytes T chez I'homme et chez la souris (Taylor et al.,
2002; Willment et al., 2005). Dectin-1 reconnait des B-glucans, composés présents a la surface
des champignons (Brown and Gordon, 2001; Brown et al., 2002). Dectin-1 lie directement des

levures telles que Candida albicans mais uniquement sous leur forme sporulée (Gantner et al.,
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2005). De récentes études in vivo ont établi le role primordial de Dectin-1 dans I'immunité
anti-fongique : en effet, les souris déficientes en Dectin-1 présentent une réponse

immunitaire anti-fongique fortement altérée (Saijo et al., 2007; Taylor et al., 2007).

Dectin-1 possede dans sa partie intracytoplasmique un domaine ITAM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif) qui lui confere la capacité a induire des cascades de
signalisation, activatrices de la production de cytokines inflammatoires. Les travaux de
I'équipe de C. Reis e Sousa ont étudié les voies de signalisation induite par I'activation de
Dectin-1 chez la souris. La liaison du zymozan a Dectin-1 entraine la phosphorylation de Syk
puis de ERK induisant alors la production d’IL-2 et d'IL-10 (Rogers et al., 2005; Slack et al.,
2007). Au contraire, la voie signalisant via Syk et CARD9 (CAspase Recruiting Domain) (apres
liaison avec Candida albicans ou le Curdlan) induit la maturation des DC, la synthese d’IL-6 et
IL-23 puis I'activation de la différenciation de LT de type Thl producteurs d’IFNy et de type
Th17 producteurs d’IL-17 (Leibundgut-Landmann et al., 2007). Le Curdlan est un B-glucan
spécifique de Dectin-1, utilisé en remplacement du zymozan, afin de prévenir I'activation
potentielle de TLR2 par le zymozan. Par ailleurs, une récente étude a démontré l'interaction
de Dectin-1 avec la tétraspanine CD37. La synthese d’IL-6 induite par I'activation de Dectin-1

par le Curdlan serait régulée par CD37 (Meyer-Wentrup et al., 2007).

2. Les récepteurs scavengers

Contrairement a la famille des lectines de type C dont les membres sont regroupés par
leur homologie structurale, les récepteurs scavengers (SR) ont été initialement regroupés selon
leur capacité a lier des lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoprotein, LDL) oxydées
ou acétylées (ox ou ac LDL) (Goldstein et al., 1979). Les SR lient également une tres grande
diversité d’autres molécules (bactériennes, virales ou endogenes) caractérisées par leur
nature polyanionique (Gough and Gordon, 2000). Les premieres descriptions de ces
récepteurs et de leur activité ont été faites chez les macrophages dans des phénomenes
d’athérosclérose. Depuis, I'expression des SR a été décrite dans d’autres types cellulaires tels
que les DC. Cependant, la grande majorité des travaux sur les SR a été réalisée sur des
macrophages et utilise des modeles murins ou des lignées transfectées. De plus, bien que la
recherche actuelle concernant les SR se soit considérablement accrue, la majorité des études
reste exclusivement effectuée par quelques équipes de recherche et est rarement confirmée

par d’autres. La famille des SR est composée de récepteurs ayant des structures tres
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hétérogenes appartenant a six classes différentes, organisées en fonction de leur domaines

structuraux (Krieger, 1997) (Figure 6).

a. SRA

Le récepteur scavenger A, récepteur scavenger type, fut le premier a étre identifié
(Kodama et al., 1990). SR-A existe sous trois isoformes : SR-A I (contenant un domaine riche
en cystéines) et SR-A II qui sont des récepteurs transmembranaires alors que SR-A III est non
fonctionnel et non exprimé a la membrane plasmique (Gough et al., 1998). SR-A est exprimé
par les macrophages ainsi que par les DC murines, simiennes et humaines (Harshyne et al.,
2003; Becker et al., 2006; Amiel et al., 2007). SR-A est impliqué dans de nombreuses fonctions
biologiques en sus de la reconnaissance des oxLDL (Platt and Gordon, 2001). Il intervient
chez la souris dans la phagocytose de bactéries Gram* et Gram- et dans la liaison de motifs
CpG d’ADN bactérien (Dunne et al., 1994; Zhu et al., 2001; Peiser et al., 2002; Amiel et al.,
2007). Par ailleurs des études, utilisant soit des lignées cellulaires transfectées avec SR-A, soit
des souris SR-A-, ont établi la capacité de SR-A a lier des protéines endogenes telles que les
protéines de choc thermiques (Heat Shock Protein) hsp110, grp170, la gp96 et la calréticuline
(Berwin et al.,, 2003; Facciponte et al., 2007). D’autre part, SR-A est impliqué dans la
présentation antigénique : en effet, in vitro SR-A permet la présentation d’ox-LDL a des
lymphocytes T CD4* et également la présentation croisée d’antigenes tumoraux associés a
hsp110 (Nicoletti et al., 1999; Facciponte et al., 2007). Enfin, les travaux chez le macaque du
groupe de L. Harshyne montrent que les DC via leur expression de SR-A peuvent, in vitro,
capturer des fragments de membranes de cellules tumorales vivantes par un surprenant

mécanisme dit de « nibbling »(Harshyne et al., 2003).

b. MARCO

Bien qu’appartenant a la classe A des SR, MARCO (Macrophage Receptor with
Collagenous Structure) possede en plus des autres SR un large domaine collagene (Elomaa et
al., 1995; Elomaa et al., 1998). L’expression de MARCO est restreinte aux macrophages
(Elshourbagy et al., 2000; van der Laan et al., 1999). Cependant, bien qu’absent chez les DC
immatures, I’ARN messager de MARCO est détecté chez les DC matures de la souris
(Granucci et al.,, 2001; Grolleau et al., 2003). De méme, lors d’une infection bactérienne,
I'expression constitutive de MARCO est augmentée dans les macrophages murins de

nombreux tissus in vivo et in vitro (van der Laan et al., 1999). MARCO lie des bactéries Gram*

221 -



et Gram" (Elomaa et al., 1998; Elshourbagy et al., 2000; Sankala et al., 2002). Par ailleurs, il
semble étre le récepteur majoritaire impliqué dans la liaison de certains microorganismes et
particules environnementales inertes telles TiO:2 par les macrophages alvéolaires du poumon
(Arredouani et al., 2004; Arredouani et al., 2005). MARCO, exprimé par les macrophages
alvéolaires, jouerait un role important dans la régulation de l'inflammation pulmonaire en
éliminant les lipides oxydés présents dans les fluides bronchioalvéolaires générés par
I'exposition a l'ozone (Dahl et al., 2007). Enfin, d’autres travaux in wvitro, utilisant
principalement la lignée murine de DC D1 ou des cellules transfectées, proposent que
MARCO soit impliqué dans le réarrangement du cytosquelette d’actine (Pikkarainen et al.,
1999; Granucci et al., 2003). Tres curieusement, les DC immatures de la lignée D1 transfectées
par MARCO présenteraient une morphologie de DC matures et leur capacité a internaliser

Escherichia coli serait diminuée (Granucci et al., 2003).

c¢. CLA-1/SR-BI

CLA-1 (chez 'homme) ou SR-BI (chez les rongeurs) appartient a la classe B des SR et
présente une forte homologie a CD36, autre membre de cette classe (Acton et al., 1994;
Murao et al., 1997). CLA-1/SR-BI est abondamment retrouvé dans les tissus au métabolisme
élevé du cholestérol (foie, ovaires, testicules) compte tenu de son rdle dans I'endocytose des
HDL (High Density Lipoprotein) (Acton et al., 1996; Calvo et al., 1997; Murao et al., 1997). Il est
également exprimé par les monocytes, et par les DC et les macrophages humains générés in
vitro (Buechler et al., 1999). CLA-1 a été décrit comme récepteur de la glycoprotéine E2 du
virus de I'hépatite C (Scarselli et al., 2002; Bartosch et al., 2003; Voisset et al., 2005). Par
ailleurs, il intervient dans la liaison et I'internalisation des composés bactériens LPS et LTA et
de bactéries comme Escherischia coli ou Staphylococcus aureus (Vishnyakova et al., 2003;

Bocharov et al., 2004; Vishnyakova et al., 2006).

d. LOX-1
LOX-1 (Lectin-like oxidized Lox-density lipoprotein receptor 1) est une glycoprotéine de
type II comportant un domaine lectine like et appartient a la classe E des SR (Sawamura et al.,
1997). L’expression de LOX-1 est retrouvée sur les macrophages et sur les DC immatures
(Yoshida et al., 1998; Delneste et al., 2002). LOX-1 possede un large spectre de ligands, en
particulier des bactéries Gram* et Gram- (Shimaoka et al., 2001), des cellules apoptotiques

(Oka et al., 1998; Murphy et al., 2007) ou encore des protéines de choc thermique (Delneste et
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al., 2002). Par ailleurs, I'équipe de Jeannin et coll. a démontré que LOX-1 intervient in vitro
dans la présentation croisée, par les DC, d’ovalbumine (OVA) associée a la protéine
chaperonne hsp70. Par ailleurs, dans un modele murin de tumeur exprimant OVA, ils
démontrent que I'injection d'un anticorps anti-LOX-1 couplé a OVA prévient la croissance de
ces tumeurs murines. Ainsi, in vivo, le ciblage d’antigenes tumoraux a LOX-1 induit une

réponse cytotoxique anti-tumorale protectrice (Delneste et al., 2002).

e. SREC-I

Appartenant a la classe F des SR, SREC-I (Scavenger Receptor Expressed by endothelial
Cells), identifié a partir de cellules endothéliales humaines (Adachi et al., 1997), est exprimé
dans de nombreux tissus ainsi que par les macrophages dont 1'expression est augmentée par
stimulation par le LPS (Tamura et al., 2004). De plus, comme SR-A, en utilisant des lignées
transfectées, il a été récemment défini comme récepteur d’endocytose de calréticuline soluble
et de protéines de choc thermique telles que hsp110 et grp170 (Berwin et al., 2004; Facciponte
et al., 2007). Le potentiel role de SREC-I dans la présentation croisée d’antigenes tumoraux

complexés a hsp110 ou grp170 est en cours d’étude (Facciponte et al., 2007).

f. SR-PSOX/CXCL16

SR-PSOX (Scavenger Receptor that binds PhosphatidylSerine and Oxidized lipoprotein) cloné
en 2000, a également été identifié a cette époque comme CXCL16, ligand du récepteur
CXCR6/Bonzo (Matloubian et al., 2000; Shimaoka et al., 2000). SR-PSOX/CXCL16 existe sous
forme de récepteur transmembranaire ou de protéine soluble sécrétée (Matloubian et al.,
2000). Son expression par les mDC et pDC humaines est augmentée apres maturation par
différents stimuli (Tabata et al., 2005). Les études chez I’'homme, utilisant principalement des
lignées transfectées et des MoDC, établissent que SR-PSOX/CXCL16 possederait trois
activités biologiques distinctes. Premierement, il reconnaitrait et phagocyterait des bactéries
Gram- et Gram" telles que Escherichia coli et Staphylococcus aureus (Shimaoka et al., 2003). De
plus, il lierait des CpG ODN de type D et l'inactivation par un anticorps anti-SR-
PSOX/CXCL16 bloquerait la production d’IFNa induite par I’activation de TLR9 par ces CpG
(Gursel et al., 2006). Enfin, il permettrait 'adhésion aux lymphocytes T CXCR6* (Shimaoka et
al., 2004) et cette interaction avec CXCR6 stimulerait la réponse T mémoire effectrice (Tabata

et al., 2005).
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3. Les récepteurs Toll-Like

Le premier membre de la famille des récepteurs Toll a été initialement décrit chez la
drosophile au cours du développement embryonnaire. Aujourd’hui, douze récepteurs Toll-
Like (TLR) ont été identifiés chez la souris (TLR 1-9 et 11-13) et dix chez 'homme (TLR 1-10).
Les TLR sont des protéines transmembranaires de type I caractérisées par un domaine
extracellulaire riche en leucine (Leucine Rich Repeat, LRR) impliqué dans la reconnaissance
des motifs PAMP et un domaine intracellulaire homologue a celui du récepteur de I'IL-1,
appelé domaine TIR (pour Toll/IL-1 Récepteur) nécessaire a la transduction du signal (Figure
7).

a. Expression des TLR par les cellules dendritiques
L’expression des TLR a été principalement définie par la détection d’ARN messagers
(ARNm), peu d’anticorps étant disponibles. Certains TLR sont exprimés a la surface
cellulaire (TLR1, 2, 4, 5 et 6) tandis que d’autres sont retrouvés exclusivement au sein de

compartiments intracellulaires (TLR3, 7, 8 et 9).

Le profil d’expression des TLR est différent pour chaque population de DC (Figure 8)
(Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001; Visintin et al., 2001; Hornung et al., 2002; Means
et al., 2003; Hoene et al., 2006). En effet, les mDC CD1lc* du sang humain expriment
fortement TLR1, TLR2, TLR3 et TLRS et plus faiblement TLR5, TLR6, et TLR10, tandis que les
pDC expriment TLR1 et TLR6, faiblement TLR10 et fortement TLR7 et 9. Les DC générées in
vitro a partir de monocytes expriment presque tous les TLR excepté TLR7.

Quelques travaux rapportent I'expression des TLR par les DC cutanées humaines. Les
travaux de Takeuchi et coll. et Van der Aar et coll., utilisant des CL générées a partir de
monocytes, établissent que les CL expriment majoritairement les ARNm des TLR1, 3 et §,
faiblement ceux de TLR2, 6 et 7 et pas ceux de TLR4, 5, 9 et 10. L’absence de TLR4 est
confirmée par l’absence de réponse apres activation par le LPS, ligand de TLR4 (Takeuchi et
al.,, 2003; van der Aar et al., 2007). Au contraire, I'expression des TLR par des CL générées a
partir de précurseurs hématopoiétiques CD34* differe : les CL expriment les ARNm de tous
les TLR avec notamment une forte expression de TLR2 et une expression plus modérée de
TLR3, 4, 8 et 10 (Renn et al.,, 2006). Quant aux CL et DDC fraichement isolées de peau

humaine, une seule étude a défini leur profil d’expression des TLR : les CL exprimeraient
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fortement les ARNm de TLR1, 3, 6 et 7, pas ou peu ceux de TLR2, 4, 5 et 8. Les DDC, quant a

elles, exprimeraient tous les TLR exceptés TLR9 et TLR 10 (van der Aar et al., 2007).

Par ailleurs, certains TLR sont exprimés par de nombreuses autres cellules
immunitaires dont les monocytes, les NK, les neutrophiles, des lymphocytes B et T (Muzio et
al., 2000; Hornung et al., 2002; Iwasaki and Medzhitov, 2004; Reis e Sousa, 2004). Enfin,
I'expression des TLR n’est pas restreinte aux cellules du systeme immunitaire ; en effet,
certains TLR sont exprimés par les cellules épithéliales, les kératinocytes ou les fibroblastes

(Fichorova et al., 2002; Lebre et al., 2007; Uehara et al., 2007).

b. Lesligands des récepteurs Toll-Like
Les TLR peuvent reconnaitre de multiples composés tres différents, dérivés des
bactéries, des virus mais encore des champignons ou des parasites. Ils peuvent également
détecter des composés endogenes tels que des protéines de choc thermique (Figure 9) (Akira
et al., 2006).

b.1. Reconnaissance des bactéries

Les TLR reconnaissent principalement des composés dérivés des parois bactériennes ou
de ’ADN bactérien. Les bactéries Gram* possedent une paroi essentiellement constituée de
peptidoglycanes (PGN), d’acides lipotéichoiques (LTA) ancrés dans la membrane plasmique
et des lipoprotéines di- ou tri-acétylées. TLR2 associé en hétérodimere avec TLR1 reconnait
en particulier des lipoprotéines tri-acétylées, alors que 'hétérodimere TLR2/TLR6 reconnait
le LTA, le PGN et des lipoprotéines di-acétylées (Takeuchi et al., 1999; Yoshimura et al., 1999;
Takeuchi et al., 2001; Takeuchi et al., 2002; Nakao et al., 2005). La paroi des bactéries Gram,
quant a elle, présente une membrane externe riche en phospholipides, protéines et LPS. Le
LPS, spécifique a chaque souche bactérienne, est reconnu par TLR4 (Qureshi et al., 1999;
Takeuchi et al., 1999). TLR5 reconnait la flagelline, protéine entrant dans la composition du
flagelle des bactéries mobiles telles que Salmonella typhimurium ou Listeria monocytogenes
(Hayashi et al., 2001; Andersen-Nissen et al., 2007).

L’ADN bactérien contient des motifs CpG non méthylés qui sont quasiment absents
des génomes des mammiferes. Ces motifs CpG sont reconnus par TLR9 (Hemmi et al., 2000;

uer et al., 2001; Hoene et al., 2006).
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b.2. Reconnaissance des virus

Différents composants viraux peuvent étre reconnus par les TLR : ’ADN double brin
par TLR9Y, I’ARN simple brin par TLR7 et 8 et '’ARN double brin par TLR3. De méme,
certaines glycoprotéines d’enveloppe sont reconnues par TLR2 et 4 (Akira et al.,, 2006),
comme celles du rétrovirus MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) ou du cytomégalovirus
(Compton et al., 2003; Burzyn et al., 2004).

Certains virus tels que le virus a ADN HSV contiennent des génomes riches en CpG
non méthylés, comme ceux retrouvés chez les bactéries. Ces virus activent alors la sécrétion
de cytokines inflammatoires et d'IFNa par les pDC via TLR9 (Lund et al., 2003).

Les premiers ligands décrits pour TLR7 et 8 sont des molécules synthétiques de la
famille des imidazoquinolines (R848 et imiquimod) ainsi que des analogues de la guanosine
(loxorubine) (Hemmi et al., 2002). Depuis, il a été établi que les ARN simples brins, des virus
de I'immunodéficience humaine (VIH) et de la grippe par exemple, sont les ligands de ces
TLR (Diebold et al., 2004; Heil et al., 2004; Wang et al., 2006). Ainsi, les pDC produisent de

I'IFNo en réponse a l’activation par le VIH via TLR7 (Beignon et al., 2005).

Au cours de l'infection virale, '’ARN double brin est généré comme intermédiaire de
réplication pour les virus a ARN simple brin négatif. Dans ce contexte, les travaux
d’Alexopoulou et coll. ont montré pour la premiere fois l'implication de TLR3 dans la
reconnaissance du Poly(IC) (acide polyinosine-deoxycytydilique) ou d’ARN double brin
viral (Alexopoulou et al., 2001). TLR3 peut également reconnaitre de '’ARNm endogene
dérivé de cellules nécrotiques (Kariko et al., 2004). De plus, une tres récente étude a établi
que l'acide polyinosique (Poly(I)) est un nouveau ligand de TLR3, proposant alors que ce
récepteur serait capable de reconnaitre des ARN simples brins et doubles brins (Marshall-

Clarke et al., 2007).

c. Signalisation induite par les TLR
Apres activation par leurs ligands, via le recrutement de molécules adaptatrices, les
TLR induisent une transduction du signal permettant I'activation des genes des cytokines
pro- ou anti-inflammatoires. Deux voies de signalisation peuvent étre activées: une voie
MyD88 dépendante (Figure 10) et une voie MyD88 indépendante (Figure 11) (Kaisho and
Akira, 2006; Albiger et al., 2007; Kawai and Akira, 2007).
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¢.1. Voie MyD88 dépendante

Tous les TLR excepté TLR3 utilisent MyD88 (Figure 10). MyD88 est recruté et s’associe
avec le domaine intracellulaire des TLR puis recrute a son tour les séronines/thréonines
kinases IRAK-1 et IRAK-4. Apres phosphorylation, ces kinases se dissocient de MyD88 et
interagissent avec TRAF6. Des lors, TRAF6 active TAK1 qui phosphoryle IKK-B et MAPKK6
permettant la dégradation de I-xB. Cette dégradation de I-kB permet la libération du facteur
de transcription NF-xB qui est alors transloqué dans le noyau. Parallelement, TAK1 agit via
les MAPK kinases MAPKKS3 et 6 sur les voies p38 MAPK et JNK, permettant l’activation
respective des facteurs de transcription ATF-2 et c-Jun. L’activation de cette voie de
signalisation controle 'expression de genes impliqués dans la réponse inflammatoire tels que
I'IL-6, I'IL-1B, le TNF-a et I'TL-12p40.

TLR7 et TLR9 supportent également la synthese d’IFN de type I et plus
particulierement d'IFNo dans les pDC. Dans ce cas, apres stimulation de ces TLR par leur
ligand, un complexe comprenant notamment MyD88, IRAK-1 et -4, TRAF6 et IRF-7 est
recruté. Au sein de ce complexe, la phosphorylation d’IRF-7, par IRAK-1, entraine sa
dimérisation puis sa translocation nucléaire (Kaisho and Akira, 2006; Albiger et al., 2007;

Kawai and Akira, 2007).

¢.2. Voie MyD88 indépendante

Cette voie MyD88 indépendante n’est utilisée que par TLR3 et par TLR4 (Figure 11).
TRIF, autre adaptateur recruté par TLR3 et TLR4, interagit directement avec TRAF6 et
I’activation de la voie NF-xB se fait via TAK1 sans la mise en jeu des protéines IRAK. Par
ailleurs, TRIF recrute la protéine kinase RIP1 qui participe également a 1’activation de la voie
NF-kB. TRIF active également TBK1 via le recrutement de TRAF3 qui phosphoryle alors
directement IRF-3 et IRF-7 pour l'activation des genes inducteurs d'IFN de type I (Kaisho
and Akira, 2006; Albiger et al., 2007; Kawai and Akira, 2007).

4. Les récepteurs cytosoliques
Récemment, de nouveaux PRR présents dans le cytoplasme ont été identifiés : la famille
des RIG-Like Receptors (RLR) et la famille des NOD Like Receptors (NLR) (Creagh and O'Neill,
2006; Meylan and Tschopp, 2006; Lee and Kim, 2007). Selon I'entrée du pathogene dans la

cellule, par exemple fusion virale versus endocytose du virus, différents types de récepteurs
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seront impliqués dont certains seront présents a la membrane plasmique, d’autres dans le

cytoplasme ou au niveau des endosomes.

a. Les récepteurs RIG-like

La famille des RLR contient actuellement trois membres : RIG-I (Retinoic acid Inducible
Gene), MDA-5 (Melanoma Differentiation-Associated Gene) et Lgp2 (Figure 12). RIG-1 et MDA-5
sont impliqués dans la détection directe de virus a ARN ou d’ARN viral néo-synthétisé lors
de la réplication virale dans le cytoplasme. Apres activation par de tels signaux viraux, ils
activent les facteurs NF-«xB et IRF-3 et -7 permettant 'induction d’IFN de type I. Ces deux
récepteurs possedent une structure similaire. Leur domaine hélicase DExD/H permet la
reconnaissance des ARN doubles brins, les deux domaines CARD en partie N-terminale sont
quant a eux nécessaires a la transduction du signal (Kang et al., 2002; Andrejeva et al., 2004 ;
Yoneyama et al., 2004). La troisieme hélicase de cette famille Lgp2, dénudée de domaine
CARD, agirait comme un régulateur négatif de RIG-I et MDA-5, probablement en
séquestrant les ARN doubles brins empéchant ainsi leur reconnaissance par RIG-I et MDA-5
(Rothenfusser et al.,, 2005; Yoneyama et al.,, 2005). A la différence des autres PRR, ces

récepteurs seraient exprimés de fagcon ubiquitaire (Creagh and O'Neill, 2006).

RIG-T et MDA-5 sont essentiels pour la reconnaissance de différents groupes de virus a
ARN en détectant les ARN doubles brins dans le cytoplasme. RIG-I est le récepteur
majoritaire pour divers virus a ARN brin négatif tels que le virus de la maladie de
Newcastle, le virus de la stomatite vésiculaire ou encore le virus de la grippe mais de
maniere surprenante également pour des virus a ARN brin positif comme le virus de
I'encéphalite japonaise (Kato et al., 2005; Kato et al., 2006). Néanmoins, il a été récemment
démontré que RIG-I détecte également des ARN simples brins présentant un groupe 5'-
triphosphate non-cappés (3p-ARN) (Hornung et al, 2006; Pichlmair et al., 2006).
Contrairement a RIG-1, MDA-5 est indispensable a la production d’IFN de type I en réponse
aux picornavirus comme le virus de 1’encéphalomyocardite. Par ailleurs, MDA-5 reconnait
spécifiquement ’ARN double brin synthétique Poly(IC) (Gitlin et al., 2006; Kato et al., 2006).
De maniere intéressante, les pDC utilisent préférentiellement la voie TLR pour la détection
virale contrairement aux mDC qui reconnaissent principalement les virus a ARN via RIG-I et

MDA-5 (Kato et al., 2005).
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b. Les récepteurs NOD-like

La famille des NLR est composée de plus d'une vingtaine de membres caractérisés par
la présence d'un domaine LRR en partie C-terminale, d'un domaine central
d’oligomérisation et de liaison nucléotidique (NACHT) et d’'une partie N-terminale
impliquée dans la signalisation cellulaire (domaine CARD pour les récepteurs NOD)
(Meylan et al., 2006). Dans cette grande famille sont retrouvés en particulier les récepteurs
NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain) et les récepteurs NALP (Nacht Domain
Leucine-rich repeat and PYD-containing protein). Nous nous consacrerons dans cette partie

qu’aux récepteurs NOD (Figure 13).

NOD1 et NOD2 ont été décrits pour leur capacité a lier différentes structures entrant
dans la composition des PGN : NOD1 détecte des muramyl di-peptides (MDP) (Girardin et
al.,, 2003b) tandis que NOD2 détecte des acides méso-diaminopiméliques (méso-DAP)
préférentiellement retrouvés chez les bactéries Gram- (Girardin et al., 2003a). Les mécanismes
qui permettent a de telles structures d’accéder au cytoplasme sont encore inconnus. NOD1 et
NOD?2 sont exprimés par de nombreux types cellulaires dont les cellules épithéliales (Uehara
et al., 2007), les cellules endothéliales (Opitz et al., 2006) et les DC générées in vitro a partir de
monocytes (Fritz et al., 2005; Tada et al., 2005).

Le role des NOD dans I'immunité anti-bactérienne a été démontré par des études sur
des souris Knock-Out pour NOD : les souris NOD1/ présentent une susceptibilité accrue a
I'infection par Helicobacter pylori (Viala et al., 2004) et les souris NOD2/ a l'infection par
Listeria monocytogenes (Kobayashi et al., 2005). Par ailleurs, chez '’homme, il a été établi une
corrélation entre un sous-groupe de patients atteints de la maladie de Crohn (inflammation
chronique intestinale) et des mutations de NOD2 (gene CARD15) (Hugot et al., 2001; Bianchi
et al., 2007). Ces mutations pourraient induire un gain de fonction, c’est-a-dire induiraient
une intense activation de NF-xB résultant en une forte production de cytokines
inflammatoires (Braat et al., 2005, Maeda et al., 2005). Ainsi, les récepteurs NOD semblent
avoir un role important dans la mise en place d'une réponse immunitaire anti-bactérienne

méme si leur role précis reste encore a déterminer.
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5. Collaboration entre Pattern Recognition Receptors
La reconnaissance des signaux de danger par les DC et autres cellules immunitaires
intervient grace aux nombreux PRR exprimés par la cellule. Il est désormais clairement établi
que les TLR participent de maniere synergique et régulée a la mise en place de la réponse
immunitaire (Whitmore et al., 2004; Napolitani et al., 2005; Querec et al., 2006; Sato et al.,

2006; Merlo et al., 2007).

Les TLR peuvent également collaborer avec d’autres PRR pour orienter la réponse
immune. Les premiers travaux décrivant une collaboration entre TLR et autres récepteurs
ont détaillé que la reconnaissance du LPS est médiée par un complexe membranaire
comprenant TLR4 et les protéines CD14 et MD-2 (da Silva Correia et al., 2001).

Par ailleurs, Dectin-1 et TLR-2 collaborent pour la reconnaissance et la production de
cytokines inflammatoires (TNF-o et IL-12) par les macrophages et les DC (Brown et al., 2003;
Gantner et al., 2005). Des interactions entre TLR et récepteurs scavengers ont également été
décrites ces dernieres années. Les travaux de Jeannin et coll. ont établi que la reconnaissance
et l'activation cellulaire induite par une protéine de la membrane externe d’une bactérie
Gram’, nommée KpOmpA, requiert la coopération entre TLR2 et LOX-1 ou SREC-1 (Jeannin
et al., 2005). Par ailleurs, CD36 s’associerait avec TLR2/TLR6 pour la reconnaissance du LTA
(Triantafilou et al., 2006). Enfin, Gursel et coll. ont récemment établi, dans un modele in vitro,
une collaboration indirecte de SR-PSOX/CXCL16 avec TLR9Y dans laquelle SR-PSOX/CXCL16
favoriserait I'endocytose d’oligonucléotides de type D permettant alors I'induction de la
production d'IFNo par TLR9 (Gursel et al., 2006). Les récepteurs cytosoliques RLR et NLR
semblent également impliqués dans des mécanismes de collaboration avec des TLR. NOD?2,
en particulier, interagit avec TLR4 et TLR2 pour la reconnaissance de Mycobacterium
paratuberculosis, bactérie qui pourrait étre impliquée dans la maladie de Crohn (Ferwerda et

al., 2007).

De maniere surprenante, linteraction TLR-lectine peut également induire une
diminution de la réponse immunitaire pro-inflammatoire. En effet, la liaison du
lipoarabinomannane de Mycobacterium tuberculosis (ManLAM) a DC-SIGN bloquerait la
maturation des DC induite par le LPS via TLR4 et augmenterait simultanément la production
de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Geijtenbeek et al., 2003). La liaison de ManLAM a

DC-SIGN active la sérine/thréonine kinase Raf-1 permettant 1'acétylation de I'unité p65 de
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NF-xB qui induit alors la synthese d’IL-10. Cette acétylation de p65 n’est possible qu’apres
activation de NF-kB par les TLR (Gringhuis et al., 2007). Ainsi, ces travaux démontrent que
les PRR peuvent moduler la réponse immunitaire induite par les TLR en réponse a un

pathogene.

Les cellules de 'immunité innée, et en particulier les DC, expriment donc de nombreux
PRR leur permettant de reconnaitre une pléthore de pathogenes et signaux de danger. Ces
récepteurs agissent suivant le mécanisme d’entrée du virus dans la cellule hote (fusion ou
endocytose), les DC organisant une réponse immune adaptée intégrant les signaux des

divers PRR engageés.

C. Autres fonctions des cellules dendritiques

1. Apprétement et présentation de 1’antigéne aux lymphocytes T

La reconnaissance des antigenes protéiques par les lymphocytes T nécessite leur
apprétement par les DC, c’est-a-dire leur dégradation en peptides par des enzymes
protéolytiques puis leur présentation par les molécules du CMH. De maniere générale, les
peptides dérivés d’antigenes exogenes sont présentés aux lymphocytes T CD4* par les
molécules du CMH de classe II tandis que les peptides dérivés d’antigenes endogenes sont
présentés aux lymphocytes T CD8* par les molécules du CMH de classe I (Figure 14).
Cependant, cette dichotomie n’est pas si stricte comme I'atteste I'existence des phénomenes
de présentation croisée, présentation d’antigenes exogenes par le CMH de classe I, et de

présentation d’antigenes endogenes par le CMH de classe II (Dani et al., 2004).

a. Apprétement d’antigénes exogenes par le CMH de classe II
Les antigenes capturés par les DC sont dirigés vers les endosomes tardifs et des
compartiments de type lysosomial riches en CMH de classe 1II, les compartiments MIIC, ou
ils sont partiellement dégradés en peptides. La chaine invariante Ii/CD74 bloque le site de
liaison aux peptides lors du transport des molécules de CMH-II aux compartiments MIIC.
Dans ces compartiments acides, la chaine invariante est alors dégradée et remplacée par un
peptide CLIP (Class Il-associated Ii peptide), lui-méme remplacé ensuite par un peptide

antigénique (Villadangos et al.,, 2005). Les complexes CMH-II/peptide antigénique ainsi
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formés sont exportés vers la membrane plasmique soit en passant par un compartiment de
transit dénommé CIIV (vésicules de classe II) (Pierre and Mellman, 1998), soit par fusion
directe du compartiment MIIC avec la membrane plasmique, permettant ainsi 1’expression

des complexes CMH-II/peptide a la membrane plasmique (Zitvogel et al., 1998).

b. Apprétement d’antigénes endogeénes par le CMH de classe I

L’expression des molécules du CMH de classe I est ubiquitaire contrairement a celles
du CMH de classe II restreinte aux APC. Ces molécules sont associ€es a des peptides issus de
la dégradation cytosolique d’antigenes endogenes ou d’antigenes provenant d’agents
infectieux par le protéasome. D’ou proviennent ces peptides antigéniques ? La majorité des
peptides proviennent de protéines du cytoplasme et de nombreuses protéines non
fonctionnelles générées lors de la synthese protéique, appelées DRIPs (Defective Ribosomal
Product). D’autres peptides peuvent également provenir de protéines rétro-transloquées du
réticulum endoplasmique vers le cytoplasme. Les peptides endogenes sont ubiquitinés puis
dégradés par le protéasome (Yewdell et al., 2001; Mellman, 2005). Les peptides obtenus sont
alors transportés dans le réticulum endoplasmique via des transporteurs dénommés TAP
(Transporter-Associated with antigen Processing) et, si nécessaire, sont réduits par
I’aminopeptidase ERAP en peptides de huit a dix acides aminés, taille généralement requise
pour l'association avec les molécules de CMH-I (York et al., 2002). Le chargement de ces
peptides a lieu dans le réticulum endoplasmique puis les complexes CMH-I/peptide ainsi

formés transitent via I'appareil de Golgi vers la membrane plasmique (Cresswell et al., 2005).

c. Présentation croisée d’antigénes exogenes par le CMH de classe I

L’origine de la découverte de ce processus remonte a M. Bevan qui, en 1976, a
démontré que l'activation de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) in vivo se produisait apres
présentation d’antigenes exogenes par les molécules du CMH de classe I (Bevan, 1976). Un
tel processus est appelé présentation croisée ou « cross présentation ».

De nombreux antigénes peuvent étre présentés par cette voie. En effet, la phagocytose
de bactéries (Rescigno et al., 1998; Datta et al., 2006) ainsi que celle de corps apoptotiques de
cellules infectées ou de tumeurs permet une présentation croisée efficace (Blachere et al.,
2005; Bosnjak et al., 2005; Nouri-Shirazi et al., 2000). Par ailleurs, la présentation croisée peut
se faire via des antigenes associés a des protéines de choc thermique (Delneste et al., 2002;

Kurotaki et al., 2007) ou suite a 'endocytose de complexes immuns par les récepteurs des
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fragments Fc des Ig (Regnault et al., 1999; Matsuo et al., 2004). Les DC peuvent également
« cross-présenter » des antigenes viraux dérivés de cellules infectées vivantes ou
apoptotiques ou intégrés dans des lipopeptides (Larsson et al., 2001; Andrieu et al., 2003;
Maranon et al., 2004).

Plusieurs hypotheses ont été envisagées pour expliquer la présentation croisée
(Cresswell et al., 2005; Groothuis and Neefjes, 2005; Shen and Rock, 2006):

(i) voie vacuolaire : les molécules du CMH-I chargeraient des peptides générés dans
des phagosomes par un mécanisme TAP-indépendant encore inconnu,

(ii) voie phagosome-cytoplasme : les antigenes seraient libérés dans le cytoplasme puis
dégradés dans le protéasome ou ils seraient alors transportés par les TAP au niveau du
réticulum endoplasmique et chargés sur les molécules du CMH de classe I,

(iii) voie phagosome-cytoplasme-phagosome : le réticulum endoplasmique fusionnerait
avec le phagosome, permettant 1’acquisition, en particulier des molécules du CMH-I et des
TAP ; les antigenes seraient alors libérés dans le cytosplasme pour étre dégradés par le
protéasome puis seraient re-importés dans le phagosome ou ils seraient chargés sur les
molécules du CMH-],

(iv) voie des jonctions communicantes « Gap junctions » : des peptides cytosoliques
pourraient provenir directement d’échanges entre cellules wvia leurs jonctions
communicantes,

(v) voie endosome-réticulum endoplasmique: les antigenes seraient transportés
directement des endosomes au réticulum endoplasmique ou ils seraient dégradés par le
systeme ERAD et accederaient ainsi a la voie classique de présentation par les molécules du

CMH-I.

Par ce mécanisme de présentation croisée, les DC participent a la mise en place de

réponses adaptatives T CD8* anti-virales et anti-tumorales.

2. Induction et orientation de la réponse immunitaire
a. Polarisation de la réponse T CD4*
Les DC possedent la capacité a activer des lymphocytes T naifs CD4* effecteurs. Cette
activation nécessite trois signaux immunologiques différents. Le premier signal passe par la

reconnaissance du complexe CMH/antigene par le complexe TCR/CD4 des lymphocytes, le
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second signal met en jeu les molécules d’adhésion et de co-stimulation. Enfin le troisieme
signal regroupe les éléments, tels que les cytokines sécrétées par les DC, permettant la

polarisation en un type spécifique de lymphocyte T helper ou auxiliaires (Th).

a.1. Th1 versus Th2

Dans les années 1980, T. Mosmann et R. Coffman ont introduit la notion de réponses
Th1 versus Th2 suite a 1'observation chez la souris de sous-populations lymphocytaires ne
sécrétant pas les mémes cytokines (Mosmann et al., 1986). Cette classification a ensuite été
appliquée chez 'homme (Romagnani, 1991). Le profil de cytokines synthétisées par les
lymphocytes Thl est dominé par I'I[FNYy, I'IL-2 et le TNF-o.. Au contraire les lymphocytes Th2
sécretent principalement de 1'IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13 (Figure 15). La production de
cytokines par les lymphocytes d'un type inhibe le développement de I’autre population. Une
vision relativement simpliste de la dichotomie Th1/Th2 indique que les lymphocytes Thl, LT
auxiliaires de LT CD8*, sont impliqués dans les réponses cytotoxiques, tandis que les
lymphocytes Th2, LT auxiliaires des lymphocytes B, initient des réponses humorales (Kidd,
2003).

La différenciation des lymphocytes en types Thl ou Th2 est dépendante de la
production de cytokines par les DC. De maniere générale, la sécrétion d'IL-12 oriente dans la
voie Th1, alors que les DC ne produisant pas d’IL-12 orientent plutot dans la voie Th2. Ainsi,
la nature du stimulus reconnu par les DC, en modulant la production de cytokines, influence
fortement la polarisation T. L’équipe de B. Pulendran a démontré que des MoDC activées
par des ligands de TLR4 ou TLR5 (LPS ou flagelline) induisent une polarisation de type Thl
tandis que l’activation par un ligand de TLR2 (PamsC) ou par les ceufs de Schistosoma
mansoni induit une polarisation de type Th2 (Agrawal et al., 2003). Par ailleurs, il a été
également établi que le vaccin de la fievre jaune (virus atténué), activant les DC via différents
TLR, induit une double polarisation Thl et Th2 (Querec et al., 2006). De nombreuses autres
études confirment que la polarisation Th1/Th2 est influencée par le type de micro-organisme
reconnu par les DC via les PRR qu’elles expriment (Kapsenberg, 2003; Pulendran, 2005). Par
ailleurs, bien que la nature du stimulus microbien soit important pour la polarisation de la
réponse, la réponse immunitaire est fortement influencée par I'environnement des DC. En
effet, en plus d’étre activées via des PRR, les DC integrent des signaux générés par les

cellules épithéliales, stromales ou endothéliales du tissu ou elles résidentes (Sato and
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Iwasaki, 2004; Nolte et al., 2007). Par exemple, la cytokine TSLP (Thymic Stromal
LymphoPoietin), cytokine de la famille de I'IL-7 produite par les cellules épithéliales, oriente la
réponse immunitaire vers une réponse allergique de type Th2 (Soumelis et al., 2002; Rimoldi
et al., 2005). En conséquence, la capacit¢é des DC a polariser la réponse immunitaire

adaptative est liée a la nature des antigenes détectés ainsi qu’aux facteurs environnementaux

(Nolte et al., 2007).

a.2. Thl7

En 2005, Langrish et coll. ont découvert, dans un modele murin d’"EAE (Experimental
Autoimmune Encephalomyelitis), une nouvelle classe de lymphocytes helper, les Th17,
caractérisés par la production d’IL-17 (Langrish et al., 2005). Ces cellules se développent en
présence de TGF-B et d’IL-6 et nécessitent la présence d'IL-23 pour leur expansion (Figure 15)
(Dong, 2006; Mangan et al., 2006). Chez 'homme, une récente étude a caractérisé les Th17
isolés de l'intestin de patients atteints de la maladie de Crohn: ces lymphocytes Th17
expriment le récepteur de I'IL-23, CCR6, et le facteur de transcription RORyt (Annunziato et
al., 2007). Ces cellules Th17 sont impliquées dans des maladies auto-immunes telles que
I'arthrite induite par le collagene (CIA, Collagen Induced Arthritis) et ’encéphalite auto-
immune expérimentale (EAE) (Harrington et al., 2005; Langrish et al., 2005; Park et al., 2005).
Elles sont également impliquées dans les infections bactériennes comme les infections a
Bordetella pertussis (Higgins et al., 2006) ou les infections fongiques a Candida albicans
(Leibundgut-Landmann et al., 2007). Chez '’homme, contrairement a la souris, il a été décrit
I'existence de lymphocytes Thl7 produisant de I'IFNy, dénommés alors Th17/Thl
(Annunziato et al., 2007). Le role de cette population partageant des caractéristiques

communes aux cellules Thl et aux cellules Th17 est encore inconnu.

b. Activation des lymphocytes T CD8*

Outre leur role dans la polarisation des LT CD4+, les DC présentent également la
capacité d’activer les lymphocytes T CD8* via la présentation d’antigenes sur leurs molécules
du CMH-I. Dans l'infection par le VIH, par exemple, I’activation des lymphocytes T CD8*est
particulierement importante puisqu’elle permet de contrdler la réplication virale. En effet,
ces CTL lysent les cellules infectées et produisent de I'IFNYy, présentant une tres forte activité
anti-virale. Maranon et coll. ont ainsi démontré in vitro que les MoDC sont capables de

« cross-présenter » des antigenes viraux dérivés de cellules infectées vivantes ou

-35-



apoptotiques et ainsi d’activer des réponses CTL spécifiques anti-VIH (Maranon et al., 2004;
Yan et al., 2004). Au contraire, la capacité des pDC a faire de la présentation croisée est
encore discutée, certaines études démontrant que les pDC ne sont pas efficaces pour « cross-
présenter » des antigenes tumoraux contrairement aux mDC tandis que d’autres ont établi
leur capacité a présenter des antigenes a des LT CD8* (Schnurr et al., 2005 ; Mararion C.

communication personnelle, Congres Annuel CFCD 2006).

c. Interaction avec les cellules NK

Les DC peuvent influencer les fonctions des cellules NK, acteurs du systeme
immunitaire inné. En effet, le role des mDC dans l’activation des NK a été démontré chez
I’homme et chez la souris in vitro (Fernandez et al., 1999; Ferlazzo et al., 2004, Andoniou et
al., 2005; Baratin et al., 2005). Deux récents travaux in vivo ont confirmé l'importance des
interactions entre DC et NK dans I'induction de réponses anti-virales et anti-bactériennes, en
utilisant des souris transgéniques délétées des DC CD11c*. Grace a ce modele, Kassim et coll.
établissent qu’en absence de mDC, la susceptibilité au virus de l'herpes est fortement
augmentée, due a une altération de l'activation des cellules NK et des LT (Kassim et al.,
2006). De plus, Lucas et coll. démontrent que les cellules NK n’acquierent pas leur fonction
effectrice sans interaction avec des DC CD11c* au sein des ganglions lymphatiques (Lucas et
al., 2007).

Inversement, les cellules NK peuvent interagir sur les DC. Les cellules NK peuvent
diriger la maturation des DC par la production en particulier de TNF-o et d'IFNy (Vitale et
al., 2005). Elles peuvent également induire la lyse de certaines DC immatures via TRAIL,
(TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) (Hayakawa et al.,, 2004). Cette lyse permet de
supprimer les DC n’ayant pas correctement maturé, c’est ce que I'on appelle « DC editing »

(Moretta et al., 2006).

d. Interaction avec les lymphocytes T régulateurs
En plus de leur rdle dans I'initiation de la réponse immunitaire, les DC sont également
impliquées dans la mise en place de la tolérance. Selon leur stade de maturation, les signaux
environnementaux ou leur origine, différentes populations de DC, alors dénommées DC
tolérogenes, induisent l'activation des LT régulateurs CD4* CD25*, caractérisés par leur
capacité a supprimer la prolifération des LT effecteurs (Hubert et al., 2007; Morelli and

Thomson, 2007).
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3. Cas particulier des cellules de Langerhans et des cellules dendritiques
dermiques
a. Capture antigénique et activation des lymphocytes T par les
cellules dendritiques cutanées

En accord avec leur appartenance aux DC, les CL et les DDC, DC immatures, peuvent
capturer des antigenes, les appréter puis les présenter sur leurs molécules du CMH.

Les CL et les DDC humaines, fraichement isolées de peau humaine sont capables de
capturer efficacement divers composés tels que 1’'ovalbumine ou la toxine tétanique (Nestle
et al., 1998; Pure et al., 1990). Nestlé et coll. démontrent que le mécanisme d’internalisation
de la toxine tétanique differe entre les deux types cellulaires: les DDC l’internalisent par
endocytose dépendante de la clathrine alors que les CL utilisent la macropinocytose (Nestle
et al., 1998). Par ailleurs, les CL peuvent internaliser des billes de latex (Figure 16) (Reis e
Sousa et al.,, 1993). Par contre, elles n’interviennent pas dans l'internalisation de Borrelia
burgdorferi, bactérie responsable de la maladie de Lyme, contrairement aux DDC qui la
phagocytent efficacement puis sont capables de stimuler la prolifération de LT naifs et
spécifiques (Filgueira et al., 1996). Enfin, grace a leur expression de lectines de type C, les
cellules dendritiques cutanées interviennent, entre autres, dans la liaison et I'endocytose du

VIH (Turville et al., 2002; de Witte et al., 2007; Hladik et al., 2007).

Les DC du derme présentent une activité stimulatrice de lymphocytes T naifs
autologues et allogéniques aussi importante que celle des CL (Nestle et al., 1998; Morelli et
al., 2005). Cette activité est majoritairement réalisée par la sous-population dermique CD1c*
(Meunier et al., 1993; Sepulveda-Merrill et al., 1994). Les DDC ne possedent pas la capacité a
présenter des antigenes lipidiques aux LT contrairement aux CL, pourvues d’une intense
expression de CDla et de langerin (Pena-Cruz et al., 2003; Hunger et al., 2004). Enfin,
actuellement, aucun travail ne détaille la capacité des DDC isolées de peau humaine a
« cross-présenter » des antigenes. Cependant, des études in vitro, y compris la tres récente
étude de Cao et coll, ont établi que les DDC, générées a partir de précurseurs
hématopoiétiques ou de monocytes, « cross-présentent » des antigenes tumoraux (Nouri-
Shirazi et al.,, 2000; Cao et al.,, 2007). Les études concernant les CL générées in vitro
démontrent qu’elles réalisent la présentation croisée d’antigenes viraux ou de complexes

immuns aux LT CD8* (Matsuo et al., 2004; Yan et al., 2004).
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b. Role des cellules de Langerhans et les cellules dendritiques

dermiques dans I'immunité cutanée
Les CL jouent un role essentiel dans l'initiation et le contréle de I'immunité cutanée (se
référer aux revues (Schuler and Steinman, 1985; Romani et al., 2003)). Cependant au cours de
ces dernieres années, diverses études ont suggéré que les fonctions précédemment attribuées
au CL seraient en fait effectuées par d’autres DC, telles que les DDC ou certaines populations
de DC des ganglions lymphatiques. Ces travaux, essentiellement réalisés chez la souris,
abordent le role des CL et des DDC dans I'immunité cutanée, en particulier dans les
réactions d’hypersensibilité de contact, mais également dans les réponses anti-virales et anti-

parasitaires.

Afin d’étudier in vivo le role des CL, une trés élégante technique de déplétion
inductible des CL a été mise au point ces dernieres années : les souris Langerin-DTR. Dans
ces souris Langerin-DTR, le gene codant pour le récepteur de la toxine diphtérique (DTR) a
été inséré dans une région non codante du gene de la langerin. Ainsi, I’activation du DTR par
son ligand la toxine diphtérique (DT) induit I'apoptose des cellules langerin positive, et donc
la déplétion des souris en CL (Bennett et al., 2005; Kissenpfennig et al., 2005). Cette méthode
évite I'induction d’une inflammation cutanée généralement observée suite a 1'utilisation des
techniques de «tape-stripping » (d’arrachage épidermique) ou des UV, techniques
anciennement utilisées pour dépléter les CL de I'épiderme. Bennett et coll. démontrent ainsi
que la réaction d’hypersensibilité de contact (CHS) est amoindrie en absence de CL mais pas
completement inhibée, attestant du role a la fois des CL et des DDC dans cette pathologie
(Bennett et al., 2005). Kissenpfenning et coll., quant a eux, démontrent que les CL ne sont pas
nécessaires a l'induction d'une CHS (Kissenpfennig et al., 2005). Par ailleurs, leurs travaux
démontrent que les DDC migrent plus rapidement hors de la peau et qu’elles colonisent une
zone distincte des ganglions lymphatiques de celle colonisée par les CL, suggérant alors que
les CL et les DDC interagiraient avec des populations de LT distinctes (Kissenpfennig et al.,
2005). Au contraire et de maniere tres surprenante, les travaux de Kaplan et coll. utilisant un
modele de déplétion de CL similaire mais non inductible, montrent que la déplétion de CL
augmente la CHS, indiquant que les CL réguleraient la réponse immunitaire induite par des

allergenes de contact (Kaplan et al., 2005).
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Le role des CL dans l'immunité anti-virale a été également reconsidéré suite aux
résultats des équipes de F. Carbone et A. Iwasaki. En effet, apres infection de la peau par
HSV-1, Allan et coll. démontrent que les CL ne sont pas responsables de la présentation
d’antigenes viraux aux LT cytotoxiques CD8*, présentation qui serait réalisée par une autre
population de DC CD8* retrouvée dans les ganglions lymphatiques (Allan et al., 2003). De
méme, Zhao et coll. démontrent I'implication des DC du chorion, recrutées lors de I'infection
du vagin par HSV-2, dans la présentation aux LT CD4* et l'orientation d’une réponse Thl
(Zhao et al., 2003). Néanmoins, ces études n’excluent pas que les CL aient pu capturer des
antigenes et migrer hors du compartiment épithélial mais indiquent que ce ne sont pas elles
qui activent les LT et induisent la réponse immunitaire. En effet, récemment, Allan et coll.
ont établi que la présentation croisée d’antigenes HSV-1 aux LT CD8* est effectuée par les DC
CD8* des ganglions lymphatiques. Cependant, cette activation nécessite la migration des CL
et des DDC de la peau, qui joueraient alors simplement un role de transporteur de I’antigene
(Allan et al., 2006). Ces résultats soulevent de nombreuses questions, et en particulier la
généralisation de ce phénomene a d’autres types d’infections et a d’autres tissus ; en effet He
et coll. démontrent qu’au contraire, dans un modele d’infection par un lentivirus, les DC de

la peau sont capables d’activer les LT CD8* (He et al., 2006).

D’autres travaux chez la souris infectée par le parasite Leishmania démontrent
également que les CL ne sont pas impliquées in vivo dans linitiation de réponses T
spécifiques (Ritter et al., 2004). En effet, il semble que ce soit, comme pour les infections par
HSV, une sous-population de DC des ganglions lymphatiques qui soit responsable de
I'activation des LT CD4* in vivo (lezzi et al.,, 2006). Comment sont alors transportés ces
antigenes ? Les CL et les DDC pourraient transporter les antigenes jusque dans les ganglions
lymphatiques comme proposé par Allan et coll. (Allan et al., 2006), les antigenes pourraient
également étre véhiculés par d’autres types cellulaires comme les neutrophiles (Abadie et al.,
2005), enfin des antigenes solubles pourraient atteindrent seuls les ganglions lymphatiques

comme observé lors d’infection par Leishmania (Misslitz et al., 2004).

c¢. Implications d’autres cellules dendritiques dans les maladies
cutanées inflammatoires
Dans certaines conditions pathologiques et/ou inflammatoires, d’autres populations de

DC non résidantes dans la peau peuvent étre recrutées dans la peau comme les cellules
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dendritiques plasmacytoides (pDC) ou les cellules dendritiques épidermiques
inflammatoires (IDEC). Ces cellules pourraient diriger la mise en place de la réponse

immunitaire a la place des DC cutanées résidentes.

Les IDEC ont été identifiées dans des lésions de psoriasis, d’eczéma atopique et de
dermatite de contact, mais sont absentes dans le lupus érythémateux (Wollenberg et al., 1996;
Wollenberg et al., 1999; Wollenberg et al., 2002a). Cette population se distingue des CL par
leur phénotype, par 1'absence de BG et d’expression de Lag et par une faible expression de
CD1la. Par ailleurs, elles expriment spécifiquement FceRI, FceRI, CD11b et MMR
(Wollenberg et al., 1996; Wollenberg et al., 1999; Wollenberg et al., 2002a). Dans la dermatite
atopique, les IDEC, recrutées par les CL résidentes grace a la sécrétion de cytokines
inflammatoires, amplifient la réponse inflammatoire pré-induite par les CL et, par le
relargage d'IL-12 et IL-18, réorientent vers une réponse de type Th1l (Novak et al., 2004).

Les pDC, absentes dans la peau normale, ont été mises en évidence dans des lésions de
psoriasis, de dermatite de contact et de lupus érythémateux, au niveau de la couche basale
de I'épiderme et du derme papillaire (Farkas et al., 2001; Wollenberg et al., 2002b; Bangert et
al., 2003; Gilliet et al., 2004; Vermi et al., 2005). Contrairement aux IDEC, les pDC ne sont pas
retrouvées pas dans les lésions de dermatite atopique (Wollenberg et al., 2002b). Chez les
patients atteints de psoriasis, elles s’accumulent dans la peau, s’activent et produisent de
I'IFNo durant les phases de développement de la maladie. Cette production d'IFNa conduit
a I’évolution du psoriasis via l'activation et 'expansion de lymphocytes T auto-immuns

(Nestle et al., 2005).

Les CL et les DDC sont des CPA professionnelles. Leur capacité a capturer, appréter
des antigenes puis les présenter a des LT a été clairement démontrée et confirmée. Les
nouvelles technologies mises au point ces dernieres années (Souris Langerin-DTR par
exemple) ont permis d’évaluer plus précisément le role de ces DC de la peau dans certaines
pathologies/infections in vivo. Cependant le role clair et précis des CL et des DDC dans
I'induction de réponses T CD4* et CD8* dans la peau reste encore mal connu.

Les DDC et les CL sont présentes dans d’autres tissus périphériques tels que les
muqueuses génitales. Quel rdle jouent ces DC et plus particulierement les CL, dans

I'immunité de la muqueuse, spécialement lors de I'infection par le VIH ?
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2. ROLE DES CELLULES DENDRITIQUES DES MUQUEUSES DANS LA

TRANSMISSION DU VIH PAR VOIE SEXUELLE

A. Le virus de I'immunodéficience humaine

Le virus de 'immunodéficience humaine 1 (VIH-1) a été isolé et identifié en 1983 par
I’'Equipe du Professeur Luc Montagnier a I'Institut Pasteur, a partir de prélevements de
ganglions de patients atteints de lymphadénopathie (Barre-Sinoussi et al., 1983). Il est
responsable du Syndrome de I'ImmunoDéficience Acquise (SIDA) se traduisant par une
perte de lymphocytes T (LT) CD4*, entrainant ainsi un grave dysfonctionnement du systéme
de défense de I'organisme. Avec pres d’un mort toutes les dix secondes a travers le monde, le

SIDA reste aujourd’hui un probleme majeur de santé publique.

1. Epidémiologie

Un quart de siecle apres l'apparition du SIDA, environ 38,6 millions de personnes
vivaient avec le VIH a la fin de I'année 2005, dont environ 95% dans les pays en voie de
développement (Figure 17). L'ONUSIDA estime que 4,1 millions d’individus ont contracté
une infection et que quelques 2,8 millions sont décédés a cause du SIDA en 2005.
Néanmoins, malgré les programmes de prévention et les changements de comportements, le
nombre de personnes vivant avec le SIDA continue d’augmenter, en raison de la croissance
de la population et des bénéfices des thérapies anti-rétrovirales prolongeant la durée de vie

(www.unaids.org).

2. Structure de la particule virale
Le VIH est un rétrovirus de la famille des lentivirus. Il existe deux types de VIH (VIH-
1 et VIH-2), se différenciant par leur origine géographique et leur organisation génomique.
Contrairement au VIH-1, le VIH-2 se localise principalement en Afrique de 1'Ouest et il est
peu répandu. Le VIH-1 est divisé en trois sous-groupes: M (Majeur, responsable de la
pandémie), O (Outlier) et N (ni M ni O). Le groupe M est le plus répandu dans le monde et
se sous-divise en onze sous-types ou clades (A a K), dont les sous-types A, B, C, D et E sont

majoritaires.
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Chaque particule virale, ou virion, présente une structure sphérique d’environ 110 nm
de diametre (Figure 18). Elle possede une enveloppe lipidique (Env) dans laquelle s’inserent
les glycoprotéines de surface gpl20 et les glycoprotéines transmembranaires gp4l. Elle
contient les protéines de matrice (pl7), essentielles au maintien de leur intégrité et a
I'incorporation des protéines d’enveloppe dans les virions matures. Enfin, au centre de la
particule virale se trouve la capside (p24) de forme trapézoidale. Elle entoure le génome viral
constitué par deux copies d’ARN monocaténaire en orientation positive, associées aux
protéines de la nucléocapside (p6 et p7/p9), a la transcriptase inverse (RT, Reverse
Transcriptase) hétérodimérique (p66 et p51) ainsi que d’autres enzymes virales (intégrase p32

et protéase virale p10).

3. Organisation génétique

Chaque molécule d’ARN viral est bordée par deux régions LTR (Long Terminal Repeat).
Le LTR en position 5 joue un rdle de promoteur fort tandis que le LTR en position 3" est
indispensable pour achever la transcription des genes viraux. Le génome viral est composé
de neuf genes (Figure 19).

Trois genes majeurs qui sont :

- gag (group-specific antigen) code pour l'expression des protéines structurales du
virion c'est-a-dire les protéines de la matrice pl7, de la capside p24 et de la nucléocapside
p7/p9

- pol (polymérase) code pour I'expression des enzymes impliquées dans la réplication,
I'intégration virale et la maturation du virion c’est-a-dire la protéase p10, la transcriptase
inverse p66/p51 et I'intégrase p32

- env (enveloppe) code pour I'expression de la glycoprotéine d’enveloppe gp160 qui est
clivée lors de la maturation de la particule virale en gp120 et gp41

A part ces trois genes majeurs, le génome du VIH-1 code également pour 1'expression
de deux protéines régulatrices, le transactivateur de la transcription (Tat) et le régulateur de
I'expression des genes du virion (Rev). Ces deux protéines sont indispensables a la
réplication virale. Enfin, quatre genes codent pour l'expression de protéines dites accessoires

car non essentielles a la réplication virale : Nef, Vif, Vpr et Vpu.
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4. Cycle de réplication virale

Le cycle de réplication du VIH est divisé en une phase précoce, ou le génome viral
s’integre dans celui de la cellule hote, et une phase tardive aboutissant a la formation de
nouveaux virions. Le cycle de réplication comprend quatre grandes étapes (Figure 20) :

(a) la fixation du virus et son entrée dans la cellule cible

(b) la transcription inverse de son ARN simple brin en molécule d’ADN double brin et
Iintégration de ’ADN proviral dans le génome de la cellule hote

(c) 'expression des genes viraux et ’assemblage du virus

(d) le bourgeonnement du virion et sa maturation

a. Reconnaissance et entrée virale

Le VIH-1 s’attache a la surface de la cellule hote par I'interaction de haute affinité entre
la glycoprotéine virale d’enveloppe gp120 et le récepteur CD4. Cette liaison est renforcée par
I'interaction avec les co-récepteurs CCR5 et CXCR4. Ces liaisons de la gpl120 avec des
molécules de 1'hote induisent un changement conformationnel de la gp120. La région
variable V3 de la gp120 est alors exposée, lui donnant acces au co-récepteur viral. Cela
permet également le démasquage de la protéine gp41 exposant alors un peptide de fusion,
assurant la fusion des membranes virale et cellulaire (Zaitseva et al., 2003). La capside virale

est alors libérée dans le cytoplasme (Figure 21).

a.1. Le récepteur CD4

La découverte du VIH-1 a été rapidement suivie par la caractérisation de son récepteur,
la molécule CD4 (Sattentau et al., 1988; Sattentau and Weiss, 1988). Cette protéine appartient
a la superfamille des immunoglobulines. Elle s’exprime fortement sur les LT CD4* matures,

et plus faiblement sur les monocytes, macrophages et cellules dendritiques.

a.2. Les co-récepteurs CXCR4 et CCR5

Le VIH utilise deux récepteurs aux chimiokines comme co-récepteurs majeurs. CXCR4,
préalablement dénommé fusin, a été le premier co-récepteur décrit (Feng et al., 1996), suivi
de pres par la description de CCR5 (Alkhatib et al.,, 1996; Deng et al., 1996; Dragic et al.,
1996). De maniere tres intéressante, 1'interaction de CXCR4 avec son ligand naturel SDF-
1o (Stromal cell-Derived Factor 1) induit I'internalisation de CXCR4 permettant une inhibition

de I'entrée virale (Agace et al., 2000; Oberlin et al., 1996; Amara et al., 1997). De méme, les
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chimiokines RANTES, MIP-1a et MIP-1, ligands de CCRS5, inhibent I'entrée du VIH (Cocchi
et al., 1995).

L’utilisation de I'un ou 'autre des co-récepteurs qualifie le tropisme viral. Les virus de
type X4, c’est-a-dire a tropisme T ou SI (Inducteur de Syncitium), qui ont la propriété de se
répliquer dans les LT et de former des syncitia, utilisent le récepteur CXCR4. Quant aux
virus R5, a tropisme M ou NSI (Non Inducteur de Syncitium), ils infectent majoritairement
les macrophages et utilisent le récepteur CCRb. Il existe également des virus dits multi-tropic

car capables d'utiliser les deux co-récepteurs (Berger et al., 1998).

D’autres récepteurs aux chimiokines ont également été identifiés comme co-récepteurs
au VIH principalement dans des modeles de cellules transfectées (pour revue (Berger et al.,
1999)). Parmi ces récepteurs sont retrouvés CCR2b (Doranz et al., 1996), CCR3 (Choe et al.,
1996 ; Doranz et al., 1996), CCR8 (Rucker et al., 1997; Horuk et al., 1998), CCR9 (Choe et al.,
1998), CX3CR1 (Rucker et al., 1997; Combadiere et al., 1998) et CXCR6/Bonzo/STRL33 (Deng
et al., 1997; Liao et al., 1997; Pohlmann et al., 1999) mais également ChemR23, récepteur de la
Chemerin (Samson et al., 1998; Martensson et al., 2006), GPR15/BOB (Farzan et al., 1997;
Deng et al., 1997; Edinger et al., 1998a) ou encore APJ (Edinger et al., 1998b). Contrairement a
CCR5 et CXCR4, aucun role in vivo de ces récepteurs n’a pu étre démontré, de plus leur
efficacité dans l'entrée virale est moindre (Zaitseva et al., 2003). Ces récepteurs sont donc
considérés comme co-récepteurs alternatifs et CCR5 et CXCR4 comme les co-récepteurs

majeurs au VIH.

a.3. Autres récepteurs cellulaires

Il est maintenant reconnu que dans les cellules déficientes en CD4 et/ou co-récepteurs

viraux, I'enveloppe virale se lie a d’autres molécules exprimées a la surface cellulaire.

x Les lectines de type C

Les lectines de type C telles que DC-SIGN ou la langerin, exprimées par les DC, sont
impliquées dans la liaison du VIH. Ce chapitre sera développé ultérieurement dans la partie

C «Interaction des cellules dendritiques avec le VIH ».
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x Les glycosphingolipides

Les glycosphingolipides sont formés d'un céramide auquel est lié une grande variété
de glucides. Le Galactosylcéramide (GalCer), un cérébroside, lie les glycoprotéines
d’enveloppe gp120 (Bhat et al., 1991; Harouse et al., 1991; Bomsel, 1997) et gp41 (Alfsen and
Bomsel, 2002) et permettrait la transmission du VIH a travers 1'épithélium intestinal (Fantini

etal,, 1993).

o Les protéoglycanes (pour revue (Gallay, 2004))

Les protéoglycanes sont présents dans tous les tissus conjonctifs et matrices
extracellulaires. IIs sont également exprimés a la surface de nombreuses cellules. Plusieurs
études démontrent I'implication des héparane sulfates dans la liaison du VIH a la cellule
hote (Patel et al., 1993; Mondor et al.,, 1998). Le VIH utilise les syndecans, protéoglycanes
transmembranaires, pour se lier aux macrophages exprimant peu CD4 (Saphire et al., 2001).
Les syndecans semblent également étre impliqués dans la transmission du virus a travers la

mugqueuse génitale féminine et le placenta (Bobardt et al., 2007; Vidricaire et al., 2007).

x Les récepteurs du complément

Plusieurs études montrent que 1'opsonisation du VIH par le complément augmente
I'infection de cellules immunitaires en culture (Delibrias et al., 1994; Bouhlal et al., 2002;

Bajtay et al., 2004).

b. Transcription inverse et intégration
Apres fusion de I'enveloppe virale avec la membrane plasmique, le contenu de la
particule virale est libéré dans le cytoplasme. Le génome viral et les constituants viraux
s’organisent pour former un complexe nucléoprotéique de pré intégration. Ce complexe
contient la RT virale, l'intégrase, les protéines de la nucléocapside, de la matrice gag et Vpr.
L’ARN viral génomique monocaténaire est rétrotranscrit en ADN complémentaire double
brin linéaire par la RT. L’ADN viral néo-formé est transporté vers le noyau ou il est intégré

dans le génome de la cellule de facon aléatoire sous I’action de l'intégrase.

c¢. Transcription du génome viral
La premiere partie du cycle viral aboutissant a l'établissement du provirus repose

presque exclusivement sur les activités enzymatiques virales. En revanche, I'expression du
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provirus dépend des systemes de transcription et de traduction cellulaires. Néanmoins

certaines maturations post-traductionnelles sont encore assurées par des protéines virales.

La transcription de I’ARN viral est initiée au niveau de la région R du LTR 5’ contenant
le TAR (Tat Responsible Region) sur lequel Tat va se fixer afin d’initier la transcription. L’ARN
polymérase II cellulaire permet la transcription de I'’ADN proviral en ARN messagers viraux.
Tat régule le processus d’élongation. La transcription produit des ARN viraux précoces (Tat,
Rev et Nef) et tardifs (Gag, Env, Vpr, Vpu et Vif). La protéine régulatrice Rev contrdle la
production des différents transcrits viraux et les transporte vers le cytoplasme. Ces transcrits
servent a la fois ’ARNm pour la synthese des protéines virales mais également de génome

ARN pour de nouvelles particules virales (Pollard and Malim, 1998).

d. Traduction et bourgeonnement

Apres transcription, les protéines de I'enveloppe et des éléments structuraux du virion
ainsi que les enzymes virales sont traduites. Dans un premier temps, les éléments de la
particule virale sont assemblés sous forme de précurseurs polyprotéiques associés a la
surface de la cellule hote. Cela conduit au bourgeonnement et a la libération d’une particule
virale dite immature car non infectieuse. Cette particule virale contient deux molécules
d’ARN viral issues de la transcription du provirus intégré. Dans un deuxieme temps, apres
libération de cette particule, les protéines virales internes sont réarrangées par la protéase
puis réassemblées pour former les éléments internes de la particule (capside, nucléocapside,

RT et intégrase) permettant ainsi la génération d'une particule virale mature infectieuse.

B. Les épithéliums

1. Classification
Les muqueuses sont des tissus épithéliaux tapissant les cavités internes du corps. Elles
représentent une surface d’échange de plus de 400 m? chez 'homme adulte. Les muqueuses
sont constituées d'un épithélium reposant sur un tissu conjonctif dense, le chorion également
appelé lamina propria. Il existe différents types de muqueuses définies selon I'organisation et

la structure des cellules épithéliales qui les constituent (Figure 22).
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Les muqueuses sont classées selon :

- la forme des cellules: épithéliums pavimenteux, cubiques, prismatiques ou
cylindriques

- le nombre de couches cellulaires: épithéliums monostratifiés ou simples,
pluristratifiés, pseudo-stratifiés ou de transition

- la spécialisation cellulaire : présence de microvillosités ou de cils

a. Les épithéliums monostratifiés

Les épithéliums monostratifiés ou simples ne comportent qu'une seule assise cellulaire.
IIs sont retrouvés au niveau du tractus gastro-intestinal, du rectum ou de l'endocol de
l'utérus. Ces cellules épithéliales sont polarisées. Le pole muqueux ou apical fait face a la
lumiere de la muqueuse tandis que le pdle séreux ou basal fait face au chorion et a la
circulation sanguine. La polarisation de ces cellules leur confere plusieurs fonctions
biologiques : la mise en place d'une barriere étanche face au milieu extérieur et le contrdle
des échanges entre la lumiere et la circulation sanguine. Les cellules épithéliales sont reliées
les unes aux autres par des jonctions serrées. Elles forment ainsi une barriére imperméable et
étanche. Cependant, les cellules épithéliales des épithéliums monostratifiés possedent un
meécanisme de trafic intracellulaire leur permettant d’assurer le transport de macromolécules
d’un pdle a I'autre. Ce mécanisme particulier de transport vésiculaire est appelé transcytose
(Simionescu and Simionescu, 1991). Il a été démontré que certains pathogenes tels que les
poliovirus ou Vibrio cholerae utilisaient cette voie afin de traverser la barriere intestinale au
niveau des cellules M des plaques de Peyer (Siebers and Finlay, 1996; Kerneis et al., 1997;

Ouzilou et al., 2002) ou au niveau des entérocytes (Zeng et al., 2004a).

b. Les épithéliums pluristratifiés
Les épithéliums pluristratifiés sont formés d"une multitude de couches (de 20 a 45) de
cellules épithéliales. Les épithéliums stratifiés sont divisés en plusieurs types décrits ci-
dessous.
- L’épithélium pavimenteux stratifié, également appelé malpighien non kératinisé est
retrouvé au niveau de la cavité buccale, du pharynx, de I'cesophage mais également au
niveau de 1'exocol de l'utérus, du vagin et du canal anal. Au contraire, 'épiderme de la peau

est un épithélium malpighien cornéifié.
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- L’épithélium pavimenteux cubique stratifié est présent au niveau des glandes
sudoripares et assure des fonctions de sécrétion et de protection.
- L’épithélium stratifié cylindrique est présent au niveau du larynx, de la trachée ou de

I'utérus.

2. La muqueuse génitale féminine : le col utérin et le vagin

a.1. Organisation de la muqueuse

Le col utérin contient deux zones de structures bien distinctes. L’endocol s’ouvre sur la
cavité utérine et se compose d'un épithélium monostratifié de type glandulaire présentant de
nombreux et profonds replis. L’exocol, partie externe du col utérin et le vagin sont
recouverts d'un épithélium pluristratifié malpighien ne contenant aucune glande. Entre
I'endocol et I'exocol de l'utérus se situe la zone de transformation, zone de transition treés

brutale entre un épithélium monostratifié et pluristratifié.

Le vagin, tractus tubulaire long de 10 a 15 cm, relie I'exocol a la vulve, située a
I'extérieur de 1'organisme. Il existe cinq couches de cellules différentes dans I'épithélium du
vagin et de I'exocol (Figure 23):

- une couche de cellules basales profondes, petites et cubiques

- une couche de cellules parabasales, 1égerement plus grosses et polyédriques

- une couche de cellules intermédiaires, polygonales

- une couche de cellules superficielles basophiles, tres volumineuses

- une couche de cellules superficielles acidophiles aux noyaux pycnotiques.

Comme lors de la différenciation épidermique, les cellules épithéliales vaginales
migrent progressivement depuis l’assise basale, se différencient puis desquament. Les
cellules les plus superficielles se chargent en glycogene, qui est libéré lors de la
desquamation. Ce glycogene est alors transformé en acide lactique par les Lactobacillus
vaginalis, bactéries saprophytes de la flore vaginale. Cette production d’acide lactique est
responsable de 'acidité du vagin (pH de 4,5). L’épithélium repose sur un chorion, riche en

vaisseaux sanguins et fibres élastiques.

b. Répartition des cellules du systéeme immunitaire
Des CL et des lymphocytes CD8*, majoritairement CD45RO", sont retrouvés au sein de

I'épithélium vaginal. Dans le chorion, des lymphocytes CD4* et CDS8*, localisés
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principalement sous la jonction épithélium/chorion, sont présents ainsi que des
macrophages. Au niveau de I'exocol, la répartition des cellules immunitaires est légerement
différente, on y retrouve plus de lymphocytes intraépithéliaux CD4* et de CL (Pudney et al.,
2005).

Alors qu’une diminution de I'épaisseur de I'épithélium vaginal intervient au cours du
cycle menstruel, aucun changement de densité ni de localisation de cellules immunitaires n’a
été observé (Patton et al, 2000; Pudney et al, 2005). Par ailleurs, chez les femmes
séropositives, la concentration des lymphocytes intraépithéliaux augmente, le rapport
lymphocytes CD4/CDS8 s’inverserait tandis que le nombre de CL diminuerait (Olaitan et al.,
1996). Ce phénomene est également observé chez les femmes souffrant d’inflammation

chronique génitale (Pudney et al., 2005).

3. Les modéles de muqueuses pluristratifiées reconstruites in vitro

De nombreux modeles d’épidermes, de dermes et de peaux reconstruites ont été mis au
point depuis pres de vingt ans. Cependant, malgré les similitudes entre la peau et les
muqueuses malpighiennes non kératinisées, peu de modeles de muqueuses reconstruites
existent aujourd’hui.

La plupart des modeles de muqueuses décrits a ’heure actuelle sont des substituts de
la muqueuse buccale ou gingivale. Ces modeles reconstituent le plus souvent des
épithéliums a partir de kératinocytes primaires sur couche nourriciere de fibroblastes post-
mitotiques (irradiés par des rayons y a 70 grays ou traités a la mitomycine) (Delcourt-Huard
et al., 1997) ou sur des supports biologiques acellulaires (DED, Derme Mort Désépidermisé)
(Chung et al., 1997; Cho et al., 2000; Izumi et al., 2000). Des modeles plus complets utilisent
comme support des dermes équivalents tels que des lattices de collagéne (Gosselin et al.,
1990; Hansson et al., 2001). Les modeles de muqueuses reconstruites sont de plus en plus
sollicités pour tester des composés actifs et pour les tests de toxicité de composés en cours
d’évaluation. La société Skinethic commercialise des modeles de muqueuse gingivale réalisés
a partir de cellules primaires de la gencive. De méme, la société MatTek propose un modele

de muqueuse buccale et gingivale, EpiOral™.

Contrairement aux muqueuses gingivales, peu de modeles de muqueuses génitales ont
été développés. Prémices a ces modeles, les cultures en monocouche de cellules épithéliales

immortalisées (Fichorova et al., 2001) ou primaires (Bobardt et al., 2007) ont été utilisées dans
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plusieurs études sur le passage du VIH. Malheureusement, de telles cultures en monocouche
ne prennent pas en compte l’organisation de la muqueuse vaginale normale. Des modeles en
trois dimensions, reconstituant la structure pluristratifiée du vagin se sont alors développés.
Le groupe Skinethic commercialise un modele d’épithélium vaginal reconstruit utilisant des
cellules de la lignée A431 de carcinome épidermique. Un modeéle similaire a été mis au point
récemment a partir de cellules issues de la lignée SiHa (dérivées d'un carcinome cervical)
mais intégrant en plus des CL (Cremel et al., 2005). Plus physiologique, des modeles
d’épithéliums reconstruits ont été élaborés a partir de cellules épithéliales primaires. Ainsi la
société MatTek exploite un modele de muqueuse vaginale (EpiVaginal™) réalisé sur un
support inerte (Ayehunie et al., 2006). Plusieurs variantes existent selon 1’ajout ou non de CL.
De maniere similaire, en utilisant toutefois un support acellulaire (DED), Sivard et coll. en
collaboration avec notre équipe ont mis au point un épithélium vaginal intégrant des CL
(Sivard et al., 2003). Pour véritablement reproduire la situation physiologique in vivo, les
modeles doivent a la fois présenter un épithélium et une lamina propria. Collins et coll. ont
utilisé des explants tissulaires scellés avec de l'agarose comme modele expérimental de
muqueuse vaginale intégrale (Collins et al.,, 2000). Cependant, un tel modele présente de
nombreuses défaillances : d'une part un manque de reproductibilité lié a I'inter-variabilité
individuelle et d’autre part une altération de l'épithélium qui souffre d’hypoxie et se
dégrade. Aujourd’hui, seule la muqueuse vaginale reconstruite de la société MatTek
EpiVaginal™, épithélium amélioré par la présence d'une matrice de collagene et de

fibroblastes, représente le modele le plus relevant physiologiquement.

Le role de barriere représente la fonction principale de tous les épithéliums, quelque
soit leur structure ou leur spécialisation. Cette fonction barriere est assurée grace aux
nombreuses jonctions intercellulaires, et plus particulierement grace aux jonctions serrées,

essentielles au maintien de la cohésion entre les cellules épithéliales.

4. Les jonctions serrées
Les cellules épithéliales adherent fortement les unes aux autres. Cette adhésion est
meédiée, entre autres, par la présence de jonctions serrées. Les jonctions serrées scellent les
cellules épithéliales ou endothéliales entre elles, et forment une barriere sélective. En effet,
elles permettent la diffusion sélective de protéines et macromolécules dans l’espace

intercellulaire. Par ailleurs, elles délimitent les domaines apicaux et basaux des cellules et
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maintiennent leur polarité. Enfin, elles jouent un role dans d’autres processus cellulaires tels

que la prolifération ou la différenciation (Matter and Balda, 2003).

a. Structure et organisation moléculaire des jonctions serrées

Les jonctions serrées se présentent en microscopie électronique comme une série de
points de fusion des membranes plasmiques de deux cellules adjacentes nommées « kissing-
points » (Figure 24). Ces zones de contact membranaire apparaissent par cryofracture sous
forme d’un réseau continu de fibrilles ramifiées et anastomosées (Figure 25). Ces fibrilles
sont constituées de protéines transmembranaires, reliant les cellules adjacentes entre elles,
associées a des protéines de la plaque cytoplasmique. La liste de protéines impliquées dans
les jonctions serrées est déja longue mais ne cesse de s’allonger ; une liste non exhaustive des

principales protéines est présentée ci-dessous.

a.l. Les protéines transmembranaires (Figure 26)

x Occludin

L’Occludin a été la premiere des protéines transmembranaires des jonctions serrées a
étre identifiée (Furuse et al., 1993). Elle possede quatre domaines transmembranaires, deux
boucles extracellulaires et deux domaines cytoplasmiques. L’étude de souris Knock-Out (KO)
pour 1'Occludin ne révele aucun développement anormal des jonctions serrées au niveau de
l'intestin, ni de défaut de la fonction barriere, mais de multiples anomalies dans divers autres
tissus (atrophie testiculaire, inflammation chronique de 1'épithélium gastrique par exemple)
(Saitou et al., 2000). Le role de 1'Occludin dans la formation des jonctions serrées reste encore

a définir.

x Claudins

Les Claudins composent une famille d’au moins 24 membres. Les Claudin-1 et -2 ont
été les premieres identifiées en 1998 (Furuse et al., 1998a). Les Claudins ont la méme
structure que 1'Occludin, c’est-a-dire quatre domaines transmembranaires, deux boucles
extracellulaires et deux domaines intracellulaires. Ces protéines constituent les fibrilles
intercellulaires du complexe des jonctions serrées. Entre deux fibroblastes transfectés par
Claudin-1 et -2, dans la zone ou les Claudins sont concentrées, la formation de fibrilles

intramembranaires apparait (Furuse et al., 1998b). Les Claudins sont donc essentielles a la
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formation des fibrilles transmembranaires des jonctions serrées, en se polymérisant en paires

de maniere homotypique ou hétérotypique selon les Claudins exprimées (Furuse et al., 1999).

Les fibrilles forment des pores aqueux, a travers l'espace paracellulaire, permettant une
diffusion passive de petits solutés tels que des ions. Selon le diametre de ces pores (0,43 a
0,45 radians dans l'intestin) s’opere une sélection des solutés qui passent. Par ailleurs, il a été
démontré que les fibrilles peuvent se réorganiser dynamiquement (Sasaki et al., 2003). Cette
réorganisation semble étre responsable du transport paracellulaire de molécules a travers les
jonctions serrées tout en maintenant leur intégrité structurale. La résistance électrique
transépithéliale (TEER) permet la détermination de la qualité de la barriere. Cette valeur
varie selon les types d’épithéliums et d’endothéliums (de 5 Ohms/cm? a plus de 5000
Ohms/cm?) (Powell, 1981). De maniére intéressante, 'augmentation du nombre de fibrilles
des jonctions serrées est corrélée a une augmentation logarithmique de la TEER (Claude,

1978).

Les variations observées au niveau des jonctions serrées en fonction des tissus semblent
étre déterminées par la différence d’expression des Claudins, chaque type cellulaire
possédant sa propre composition en Claudins (Morita et al., 1999). Ainsi, deux sous clones de
cellules MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) présentent de grandes différences dans leur
TEER. Les MDCK de type II, exprimant fortement Claudin-2, ont une valeur de TEER faible
contrairement aux cellules MDCK de type I exprimant plus faiblement Claudin-2 mais
présentant des valeurs de TEER forte (Furuse et al., 2001). Par ailleurs, 1'expression de
Claudin-4 dans les MDCK de type II induit une diminution de la conductance (inverse de la

résistance) en réduisant la perméabilité au sodium (Van Itallie et al., 2001).

w Junctional Adhesion Molecules (JAM)

Les JAM sont des membres de la superfamille des immunoglobulines. Quatre membres
ont été identifiés. Dans les épithéliums, JAM-1 et JAM-3 sont localisés au niveau des
jonctions serrées (Aurrand-Lions et al., 2001). Contrairement aux Claudins et a I'Occludin, les
JAM ne possedent qu'un seul domaine transmembranaire et un domaine extracellulaire
contenant deux régions variables de type Ig et une queue intracytoplasmique courte
contenant le motif de liaison PDZ (Kostrewa et al., 2001). L’interaction des JAM avec d’autres

protéines des jonctions serrées semble étre primordiale pour la formation et la fonction des
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jonctions serrées (Mandell and Parkos, 2005). Par ailleurs, les JAM interviennent dans la
migration des leucocytes a travers les endothéliums ou les épithéliums au cours de
I'inflammation. Des travaux chez la souris démontrent que JAM-1 régule I’adhésion et la
transmigration des monocytes (Martin-Padura et al., 1998), et que JAM-2 et -3 sont également
impliqués dans I’adhésion et le flux de leucocytes (Aurrand-Lions et al., 2005; Ludwig et al.,

2005).

a.2. Les protéines de la plaque cytoplasmique

n Zonula Occludens (ZO)

Les ZO (Zonula Occludens) sont des protéines appartenant a la famille des MAGUK
(Membrane Associated Guanylate Kinase). Il existe trois isoformes de ZO (ZO-1, ZO-2 et ZO-3)
qui possedent toutes trois domaines PDZ, un domaine SH3 (Src homology 3) et un domaine
GUK (Guanylate kinase) (Stevenson et al., 1986; Jesaitis and Goodenough, 1994; Haskins et al.,
1998; Gonzalez-Mariscal et al., 1999). Ces protéines contiennent en plus des signaux de

localisation nucléaire (Gonzalez-Mariscal et al., 1999).

Les ZO interagissent avec le COOH terminal des Claudins et de 1'Occludin via leur
domaine PDZ (Furuse et al., 1994; Itoh et al., 1999a). ZO-1 peut également se lier a ZO-2 et
Z0-3 via son second domaine PDZ (Wittchen et al., 1999). Par ailleurs, les ZO se lient a
I’actine permettant d’attacher les protéines des jonctions serrées au cytosquelette de la cellule
(Itoh et al., 1997; Fanning et al., 1998; Itoh et al., 1999b; Mattagajasingh et al., 2000). Enfin,
Z0O-1 peut former des complexes avec I'E-cadhérine et des caténines (Itoh et al.,, 1993;
Rajasekaran et al., 1996). Ces complexes se désolidarisent lors de la polarisation cellulaire, les
protéines ZO se concentrent alors au niveau des jonctions serrées ou elles interagissent avec
les protéines transmembranaires (Muller et al., 2005) (Figure 27). De maniére tres
intéressante, Umeda et coll. ont généré des cellules épithéliales dépourvues de toute
isoforme de ZO, en utilisant des recombinaisons homologues et des ARN interférences, pour
étudier spécifiquement le role de ZO dans la formation des jonctions serrées (Umeda et al.,
2006). Dans de telles cellules, les jonctions serrées sont inexistantes alors que la polarisation
et les jonctions adhérentes sont maintenues. Ils démontrent que, dans des cellules polarisées
exprimant des ZO, ZO-1 ou ZO-2 sont nécessaires pour diriger la polymérisation des
Claudins et ainsi la formation des jonctions serrées autour des jonctions adhérentes (Umeda

et al., 2006).
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x Cingulin

La Cingulin, autre protéine cytoplasmique des jonctions serrées, interagit avec les trois
isoformes de ZO (Cordenonsi et al., 1999) mais également avec JAM-1 (Bazzoni et al., 2000) et
le cytosquelette d’actine (D'Atri and Citi, 2001). L’étude de souris KO pour la Cingulin révele
I'existence de modifications d’expression en ARNm pour de nombreuses protéines des
jonctions serrées (Guillemot et al., 2004). La Cingulin jouerait donc également un rdle
important dans la régulation de la formation des jonctions serrées en régulant la

transcription de ces protéines.

b. Les jonctions serrées dans les épithéliums malpighiens

Il est manifeste que les jonctions serrées sont cruciales pour la formation et le maintien
de la fonction barriere ainsi que pour la polarisation des épithéliums simples. Néanmoins,
malgré d’anciennes études attestant de la présence de jonctions serrées dans I'épiderme par
cryofracture (Hashimoto, 1971; Elias et al., 1977), 'existence de telles structures dans la peau
a longtemps été contestée. La présence de jonctions serrées dans I'épiderme n’a été établie
que récemment. Alors que la Claudin-1 est retrouvée a la membrane cellulaire de toutes les
couches vivantes de l'épiderme, seule la couche granuleuse exprime 1'Occludin et la
Claudin-4 ; quant a ZO-1, son expression est localisée dans la couche granuleuse et la partie
supérieure de la couche spineuse (Pummi et al., 2001; Brandner et al., 2002; Morita et al.,
2004; Schluter et al., 2004) (Pour la nomenclature de 1'épiderme se référer a I'encadré « La
Peau » au verso de la page 6).

Par ailleurs, les travaux de Furuse et coll. ont permis de mettre en évidence que des
souris KO pour Claudin-1 mouraient des le premier jour par déshydratation (Furuse et al.,
2002). De méme, une surexpression de Claudin-6 engendre une mort tres rapide des
souriceaux nouveau-nés par déshydratation (Turksen and Troy, 2002). Chez des patients
souffrant d’ichtyose, il a été décelé une mutation délétere dans le gene de la Claudin-1 (Hadj-
Rabia et al., 2004). Ainsi, ces études confirment le role primordial des jonctions serrées dans

I’établissent de la fonction barriere des épithéliums pluristratifiés.

Bien que I'existence de jonctions serrées ait été bien illustrée au niveau de 1'épiderme,
peu de données sont disponibles actuellement sur leur présence dans d’autres épithéliums
pluristratifiés. Langbein et coll. rapportent 1'expression des Claudin-1 et -4 ainsi que de

I'Occludin et de ZO-1 dans divers épithéliums de bovins (cesophage, vagin, gencive,
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museau) (Langbein et al., 2002). Chez ’homme, I'expression de protéines de jonctions serrées
a été retrouvée dans I'épithélium cryptal de I'amygdale (Occludin, ZO-1, JAM-1, Claudin-1, -
4, et -7) (Go et al.,, 2004), dans le larynx (Occludin et ZO-1) (Gill et al., 2005), dans la
muqueuse nasale (Claudin-1, -4, ZO-1 et JAM) (Takano et al., 2005) ou dans 1’exocol de
I'utérus (Occludin, ZO-1, Claudin-4) (Zeng et al., 2004b).

c¢. Expression des protéines des jonctions serrées par les cellules
dendritiques

Peu d’études ont rapporté l'expression de protéines des jonctions serrées par les
cellules dendritiques. Les travaux de Rescigno et coll. ont pour la premiere fois démontré
que les DC murines exprimaient des protéines des jonctions serrées (Claudin-1, Occludin et
ZO-1). Cette observation a permis de mettre en évidence la capacité des DC de la muqueuse
intestinale a capturer des antigenes directement dans la lumiere intestinale. Lors d’une
infection bactérienne, les DC seraient capables d’ouvrir les jonctions serrées de 1'épithélium,
puis d’envoyer leur dendrites dans la lumiere intestinale et ainsi de capturer des antigenes.
Ce mécanisme, si remarquable, préserverait totalement 1'intégrité de la barriere intestinale,
puisque les DC exprimant des protéines des jonctions serrées, pourraient reformer des
jonctions serrées avec les cellules épithéliales voisines (Rescigno et al., 2001). Un tel
meécanisme est également envisagé dans I'épithélium de la trachée ou il a été démontré que
les DC Occludin* Claudin-1* migraient hors de 1'épithélium tout en maintenant son intégrité
(TEER constante) (Ichiyasu et al., 2004). Par ailleurs, une nouvelle population de DC dans
I'épithélium bronchial murin, récemment identifiée, CD103 (otg)-B7*, constituant pres de 75 %
des DC de cet épithélium co-expriment la langerin, Claudin-1, -7 et ZO-2 (Sung et al., 2006).
Enfin, tres récemment, une étude de Hauser et coll. rapporte que les CL de la peau de souris
expriment Claudin-1, et apres migration dans les ganglions lymphatiques conservent leur

expression de Claudin-1 (Zimmerli and Hauser, 2007).
Chez I'homme, une seule étude a révélé que les DC HLA-DR* CD11c* de la muqueuse
nasale de patients atteints de rhinite allergique expriment Claudin-1. Ces DC, présentes en
grande quantité par rapport a une muqueuse normale, pénetrent dans I'épithélium

pseudostratifié ou sont exprimées I'Occludin, JAM-1 et ZO-1 (Takano et al., 2005).
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d. Interaction des jonctions serrées avec le VIH

Les épithéliums forment une des premieres barrieres protégeant I’organisme contre les
agents pathogenes. Les protéines des jonctions serrées peuvent étre les cibles ou les
récepteurs de facteurs bactériologiques, parasitaires ou viraux. Ainsi, la protéine Derpl,
retrouvée dans les excréments des acariens, lyse certaines protéines des jonctions serrées
induisant la dislocation des jonctions serrées et ainsi I’acces des particules allergisantes dans
I'organisme (Wan et al., 1999; Wan et al., 2001). D’autre part, il a été montré que la liaison et
I'endocytose de réovirus est médiée par l'interaction a JAM-1 (Barton et al., 2001). De plus,
une trés récente étude a identifié Claudin-1 comme co-récepteur viral pour le virus de

I'hépatite C (Evans et al., 2007).

Les rares études concernant I'interaction entre les protéines des jonctions serrées et le
VIH ciblent uniquement le systéme nerveux central. Plusieurs pathologies neuro-
dégénératives ont en effet été décrites en association avec le VIH. L’encéphalite a VIH et la
démence liée au VIH sont caractérisées, entre autres, par une infiltration de cellules
monocytaires dans le cerveau. Dans ces deux pathologies, il a été démontré que l'infiltration
de cellules mononucléées dans le cerveau des patients infectés était associée a une altération
des vaisseaux sanguins du cerveau. Cette altération semble corrélée a la dégradation des
jonctions serrées de ces vaisseaux (Dallasta et al., 1999; Boven et al., 2000; Persidsky et al.,
2006). Par ailleurs, les travaux du groupe de Toborek ont démontré que la protéine virale Tat
affecte I'expression et la distribution de Claudin-1, Claudin-5 (spécifique des endothéliums)
et de ZO-1 et ZO-2 (Andras et al.,, 2003; Andras et al., 2005; Pu et al., 2005). Une autre
protéine virale, la gp120, a également été impliquée dans la diminution de la perméabilité de
la barriere sanguine cervicale par altération des jonctions serrées (Kanmogne et al., 2005).
Malgré ces données intéressantes, les interactions entre le VIH et les jonctions serrées au sein

d’autres tissus n’ont pas été documentées.
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C. Interaction des cellules dendritiques avec le VIH

L’implication des DC dans l'infection au VIH a été établie depuis pres de vingt ans.
Deux questions se sont posées assez rapidement. Quelle est la susceptibilité de ces cellules a

I'infection ? Quel rdle jouent-elles dans la dissémination du virus dans l'organisme ?

1. Les cellules dendritiques et 1'infection par le VIH
a. Infection des cellules dendritiques par le VIH

Il y a plus de 20 ans, suite a 1'observation de la réduction du nombre de CL dans la
peau de patients séropositifs (Belsito et al., 1984), la question d'une éventuelle implication
des DC dans l'infection au VIH et dans le SIDA s’est posée. Quelques années plus tard, des
particules de type rétroviral ont été observées par microscopie électronique dans l'espace
intercellulaire et bourgeonnant des CL (Rappersberger et al., 1988; Dezutter-Dambuyant et
al., 1991) (Figure 28). Parallelement d’autres travaux ont démontré la susceptibilité des DC
myéloides du sang au VIH (Patterson and Knight, 1987). Depuis, de nombreuses études ont
confirmé la susceptibilité a l'infection des DC myéloides (mDC) et également des DC
plasmacytoides (pDC) in vitro ou in vivo (Patterson and Knight, 1987; Charbonnier et al.,
1995; Patterson et al., 2001; Donaghy et al., 2003). Sont également susceptibles a I'infection les
DC des organes lymphoides secondaires, les DC du thymus (Beaulieu et al., 1996; Schmitt et
al., 2006) et de la rate (Hosmalin et al., 1995; Haase et al., 1996).

Contrairement aux LT CD4", l'infection des DC est peu productive (Cameron et al.,
1992a; Pope et al., 1995) et la fréquence d’infection est de 10 a 100 fois inférieure (Mcllroy et
al.,, 1995). En effet, chez les patients séropositifs, seules 1,1% des CL sont infectées (Cimarelli
et al., 1994) et in vitro seulement 1 a 3 % des mDC et pDC sont infectées (Smed-Sorensen et
al., 2005). Cependant, ces faibles taux d’infection sont suffisants pour induire une infection
productive des LT CD4". En effet, les travaux de Cameron et coll. et Pope et coll. ont
clairement démontré que les DC facilitent l'infection des LT notamment par la formation de

conjugués LT/DC (Cameron et al., 1992b; Pope et al., 1994; Pope et al., 1995) .

Compte tenu de la faible abondance des DC in vivo, les systemes de culture in vitro,
permettant d’obtenir des DC phénotypiquement et fonctionnellement tres proches de celles

observées in situ, sont actuellement largement utilisés pour étudier les interactions DC/VIH
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in vitro. Ainsi, il a été démontré que les CL générées a partir de précurseurs CD34*
(Charbonnier et al., 1996), les DC de type interstitiel générées a partir de précurseurs CD34*

ou de monocytes sont infectées in vitro (Granelli-Piperno et al., 1998; Canque et al., 1999).

b. Modulation de la susceptibilit¢ des cellules dendritiques a
I'infection au VIH

La susceptibilité a I'infection au VIH des DC est fortement influencée par leur stade de
maturation. La réplication virale peut étre absente, restreinte aux virus de tropisme R5, ou
permise aux deux sous-types viraux R5 et X4. En effet, Granelli-Piperno et coll. ont montré
que les DC immatures dérivées de monocytes sont infectées de fagon productive par des
virus de tropisme R5, alors que les DC matures ne répliquent pas le VIH mais sont capables
de transmettre I'infection aux LT (Granelli-Piperno et al., 1998). D’autres études ont confirmé
que les DC immatures semblent plus sensibles a l'infection que les DC matures (Canque et
al., 1999; Sanders et al., 2002). Canque et coll. ont établi que les DC immatures dérivées de
précurseurs CD34* répliquent mieux les virus de type R5 que ceux de type X4, tandis
qu’aucune restriction tropique n’existe pour les DC matures (Canque et al., 1999). En général,
la maturation des DC est associée a une diminution de la réplication virale (Granelli-Piperno
et al., 1998; Canque et al.,, 1999; Bakri et al., 2001) qui peut étre liée soit a un blocage dans le
processus de transcription inverse (Bakri et al., 2001), soit a une diminution de la fusion du
virus a la membrane plasmique (Cavrois et al., 2006). Récemment, il a été établi une forte
corrélation entre la susceptibilité a l'infection et 1'expression de APOBEC, une déaminase
anti-rétrovirale intracellulaire décrite pour sa capacité a conférer aux LT non activés une
résistance au VIH (Chiu et al, 2005). En effet, Pion et coll. démontrent que le taux
d’expression d’APOBEC3G régit la susceptibilité des DC a l'infection : les DC matures,
exprimant trois a cinq fois plus la protéine que les DC immatures, présentent une

susceptibilité au VIH réduite (Pion et al., 2006).

c¢. Modulation des fonctions des cellules dendritiques par l'infection

au VIH
Au cours de la maladie SIDA, il a été observé une déplétion des DC du sang chez les
patients atteints qui semble étre corrélée a la charge virale et au taux de LT CD4* circulants
(Macatonia et al., 1990; Grassi et al., 1999; Pacanowski et al., 2001; Soumelis et al., 2001

Donaghy et al., 2001). Cette disparition des DC du sang peut étre la conséquence de
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plusieurs phénomenes : la non différenciation des précurseurs en DC, la mort des DC due a
leur infection ou la relocalisation des DC dans les organes lymphoides secondaires (Lore et

al., 2002; Patterson et al., 2005).

D’autre part, I'exposition des DC au VIH peut également altérer leurs fonctions. Les
données concernant l'effet du VIH sur la maturation des DC myéloides sont relativement
controversées. Certaines études démontrent un défaut dans l’acquisition des molécules
d’activation et de maturation (Granelli-Piperno et al., 2006). Au contraire, d’autres travaux
suggerent que, bien que les DC acquierent un phénotype mature, elles présentent des défauts
dans l'activation des LT et dans la sécrétion de cytokines inflammatoires (Fantuzzi et al.,
2004; Smed-Sorensen et al., 2004). Il a également été démontré que les mDC et pDC isolées de
patients VIH* perdaient leur capacité a présenter des antigenes a des LT in vitro (Macatonia
et al., 1992; Donaghy et al., 2003). Au contraire, les travaux sur les pDC démontrent que
I'exposition au VIH induit une activation phénotypique et fonctionnelle des pDC, qui, via
I'interaction de TLR7 avec I’ARN viral produisent de 'I[FNa, cytokine a forte activité anti-
virale (Fonteneau et al., 2004; Beignon et al., 2005). En effet, il a été démontré que TLR7 et
TLRS8 reconnaissent les simples brins d’ARN du VIH (Heil et al., 2004).

Les divergences dans les résultats concernant la maturation des mDC, en particulier,
peuvent étre corrélées aux différences dans la taille de I'inoculum et la durée de I’exposition
(Harman et al., 2006). En effet, I'ensemble de la littérature actuelle concernant le VIH et ses
interactions avec les DC souffre d'une tres grande disparité dans les techniques utilisées. Les
multiples modeles cellulaires (DC générées in vitro, populations de DC isolées ex vivo, lignées
cellulaires transfectées), et des protocoles d’infection (différentes souches virales, quantité
d’inoculum, durée de l'infection) rendent plus difficile la compréhension des mécanismes

réels d’interaction entre les DC et le VIH.

2. Attachement, capture et fusion du VIH sur les DC
L’interaction entre le VIH et les DC peut étre divisée en plusieurs étapes : (i) liaison du
virus a la cellule via différents récepteurs de surface et internalisation du virus, (ii) trafic
intracellulaire du virus dans les DC, et enfin (iii) transfert du virus et infection des LT CD4*

(pour revues (Wilflingseder et al., 2005; Donaghy et al., 2006; Wu and KewalRamani, 2006)).
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L’entrée du virus dans la cellule peut se faire par interaction directe avec CD4 et CCR5
et CXCR4 permettant sa fusion avec la membrane plasmique. Les CL et les DC interstitielles
des muqueuses ainsi que les pDC expriment CD4 et les deux co-récepteurs viraux CCR5 et
CXCR4 (De Panfilis et al., 1990; Zoeteweij et al., 1998 ; Patterson et al., 2001; Tchou et al.,
2001). Le niveau d’expression de ces co-récepteurs semble dépendre de la maturation des DC
(Zaitseva et al., 1997; Bakri et al., 2001). Par ailleurs, certaines cytokines telles que 1'IL-4 ou le

TGF-B augmentent I'expression de CXCR4 a la surface des CL (Zoeteweij et al., 1998).

L'entrée du virus peut également étre médiée par une endocytose récepteur-
dépendante. Les lectines de type C sont les principaux récepteurs de liaison au VIH apres
CD4 et les deux co-récepteurs viraux. DC-SIGN, MMR, langerin lient la glycoprotéine gp120
du VIH (Curtis et al., 1992; Turville et al., 2001; Turville et al., 2002) de maniére indépendante
du tropisme viral. Actuellement, le role des lectines de type C dans la capture du VIH par les
DC est essentiellement illustré par les études portant sur DC-SIGN et langerin.

Le VIH peut également se lier aux molécules d’adhésion exprimées par les DC. Lors de
son bourgeonnement a la membrane plasmique, le VIH incorpore sélectivement certaines
molécules de 'hote (Frank et al., 1996), et en particulier les molécules d’adhésion LFA-1,
ICAM-1 et ICAM-3 (Fais et al., 1995; Ugolini et al., 1999). Ces molécules d’adhésion
augmentent fortement 1'infectiosité du virus pour des cellules LFA-1* (Fortin et al., 1997). Par
ailleurs, les DC expriment des récepteurs du complément et des fragments Fc des Ig sur
lesquels le virus pourrait se lier in vitro et ex vivo (Stoiber et al., 1997; Bajtay et al., 2004;
Pruenster et al., 2005). Comme dit précédemment, I’opsonisation augmente l'infection des

DC ainsi que la transmission aux LT CD4*(Bajtay et al., 2004; Bouhlal et al., 2007).

3. Transfert du VIH aux lymphocytes T CD4*

Nous nous intéresserons essentiellement dans ce paragraphe aux DC présentes dans les
tissus périphériques c’est-a-dire les CL et les DC interstitielles. Malgré les nombreuses études
a ce sujet, les mécanismes précis par lesquels le VIH est transféré aux LT CD4* par les DC
restent toujours obscurs. Il semble que ce transfert in vivo puisse se produire avec ou sans
infection des DC (Figure 29). Turville et coll. ont établi que les DC transferent I'infection aux
LT durant deux phases distinctes (Turville et al., 2004). Lors de la premiere phase, les DC
immatures et matures transferent le virus par trans-infection, ou infection en trans. Cette

trans-infection est caractérisée par la singuliere capacité des DC a conserver intact le virus
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capturé avant de le transférer aux cellules permissives (Geijtenbeek et al., 2000b). Cette phase
est relativement courte (de 0 a 24 heures). La seconde phase intervient plus tard (de 24 a 72
heures) et des virus formés de novo dans les DC sont transmis aux LT. Cette phase est appelée

cis-infection (Turville et al., 2004).

a. Transfert par trans-infection

a.1. Trans-infection via la synapse infectieuse

Actuellement, les mécanismes impliqués dans la trans-infection, et plus particulie-
rement dans le trafic intracellulaire du VIH sont peu connus. Apres liaison a DC-SIGN, le
virus serait internalisé dans des compartiments non lysosomiaux a faible pH (Kwon et al,,
2002). Plus précisément, Garcia et coll. démontrent que dans les DC matures, le virus est
internalisé dans un compartiment d’endocytose de pH 6,2, dénommé endosome viral, riche
en tétraspanines (Garcia et al., 2005).

Le contact cellulaire entre les DC et les LT CD4* est nécessaire a la transmission de
I'infection (Cameron et al., 1992b). McDonalds et coll. ont démontré que la transmission du
VIH s’opere a travers une synapse infectieuse notamment en concentrant les virus a la zone
de contact entre la DC et la LT CD4* (McDonald et al., 2003). DC-SIGN est également présent
au sein de cette synapse infectieuse. L’absence d’expression de DC-SIGN inhibe la trans-

infection aux LT (Arrighi et al., 2004a; Arrighi et al., 2004b).

a.2. Trans-infection via des exosomes

L’internalisation du VIH par les DC s’effectue par endocytose de particules virales
(Hladik et al., 2007). Cette endocytose du VIH, telle que celle décrite pour 'endocytose du
SIV, peut étre réalisée dans des puits a clathrine ou par des calvéolines (Frank et al., 2002).
Gummuluru et coll. dévoilent que les « radeaux lipidiques » (lipid rafts), microdomaines
membranaires riches en cholestérol concentrant les facteurs de liaison du virus, jouent un
rOle dans la liaison du VIH et dans son internalisation (Gummuluru et al., 2003). Par ailleurs,
ils démontrent que la trans-infection pourrait s’effectuer via des exosomes (Wiley and
Gummuluru, 2006). Dans ce modele, apres endocytose, les particules virales sont transférées
aux corps multivésiculaires (MBV, MultiVesicular Body). Les particules associ€ées a des

exosomes sont alors exocytées dans le milieu extérieur.
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b. Cis-infection

L’infection des DC intervient-elle dans la transmission aux LT CD4* ? Bien que la trans-
infection semble étre le mécanisme principal pour la transmission de l'infection aux LT,
lI'infection des DC parait nécessaire a la dissémination de cette infection dans I'organisme. En
effet, dans les DC immatures, apres 24 heures, les particules virales capturées et internalisées
sont massivement dégradées et l'efficacité du transfert viral en trans est fortement amoindri
(Turville et al., 2004). Par ailleurs, les travaux utilisant des explants de muqueuses infectées
montrent que les CL émigrantes de ces muqueuses (deux a trois jours de migration)
transferent efficacement le VIH a des cellules permissives (Reece et al., 1998; Kawamura et
al., 2000). Turville et coll. ont des lors établi qu’apres 24 heures, le transfert du VIH vers les
LT s’opere grace a des particules virales néoformées dans les DC (Turville et al., 2004). Dans
ce contexte, la transmission est dépendante de la production de particules virales de novo par
les DC. Depuis, ce modele en deux temps a été confirmé par d’autres études in vitro (Nobile
et al., 2005; Burleigh et al., 2006). DC-SIGN jouerait par ailleurs un autre role dans l'infection
des DC en augmentant la susceptibilité a 1'infection des DC (Lee et al., 2001; Burleigh et al.,
2006) par la concentration des particules virales dans les zones membranaires ou sont

localisés les récepteurs CD4, CCR5 et CXCR4.

c¢. DC-SIGN, indispensable pour la transmission ?

La majorité des études concernant l'infection des DC et la transmission aux LT
s’accordent a donner un role prépondérant et indispensable a DC-SIGN dans ce mécanisme.
Néanmoins quelques études plus ou moins récentes démontrent que le transfert du VIH et la
facilitation de l'infection des LT CD4+, plus particulierement par trans-infection, peut
intervenir par un mécanisme indépendant de DC-SIGN (Gummuluru et al., 2002; Wu et al.,
2002; Boggiano et al, 2007). Ainsi, DC-SIGN ne représenterait pas un récepteur

indispensable pour la transmission du VIH, bien qu’extensivement utilisé et étudié in vitro.

Par ailleurs, DC-SIGN n’étant pas constitutivement exprimé par les DC, le VIH peut
étre capturé et internalisé via d’autres récepteurs. En effet, les CL dépourvues de DC-SIGN
sont infectées et transmettent 1'infection aux LT (Kawamura et al., 2003; Hladik et al., 2007).
Les récents travaux de 1'équipe de Geijtenbeek examinent le role de la langerin des CL dans
I'infection par le VIH (de Witte et al., 2007). Dans cette étude utilisant de faibles

concentrations virales, il est démontré que le blocage de la langerin induit une augmentation

-62 -



de la réplication virale dans les CL isolées de peau humaine ainsi qu’une augmentation de
leur capacité a transmettre 'infection aux LT CD4*. Ainsi, contrairement a son homologue
dermique, la langerin préviendrait la transmission de l'infection par les CL en inhibant leur

infection.

D. Latransmission du VIH au niveau des muqueuses

Bien que le risque de transmission homme-femme ne soit que de 0,002 a 0,02% par acte
sexuel et que la muqueuse génitale constitue une barriere protectrice a la transmission, la
majorité des nouvelles contaminations au VIH se fait par voie sexuelle. D’autres modes
d’infection par voie muqueuse existent, en particulier par le conduit digestif lors de
I'ingestion de lait maternel contaminé par exemple. Dans cette transmission par voie
sexuelle, des particules virales libres ou des cellules infectées, présentes dans le sperme, sont
impliquées (Mermin et al., 1991; Quayle et al., 1997). Au cours de ce chapitre, seront
développés essentiellement les aspects concernant les muqueuses génitales et les

mécanismes des premieres étapes de la transmission trans-muqueuse.

1. Meécanismes de passage a travers les muqueuses
Les mécanismes de traversée des épithéliums dépendent en partie de la structure de
I'épithélium. Plusieurs mécanismes possibles ont été établis (Figure 30) :
- (i) détérioration de l'intégrité de la muqueuse
- (ii) infection des cellules épithéliales
- (iii) passage via les cellules épithéliales
- (iv) transmigration de cellules infectées

- (v) capture directe ou infection des cellules immunitaires

a. Altération de I'intégrité de 1’épithélium
L’altération de la muqueuse génitale facilite 'acceés du virus au chorion et ainsi aux
cellules cibles du systeme immunitaire. La détérioration de la barriere épithéliale peut étre la

conséquence de plusieurs facteurs.
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a.1. Microtraumatismes au cours des rapports sexuels

Au cours des rapports, 1'épithélium génital peut subir, relativement fréquemment, de
minimes altérations. Ainsi, apres un rapport sexuel, des microtraumatismes sont détectés
dans le tractus génital de pres de 60% des femmes (Norvell et al., 1984). Ces micro-lésions

sont également visibles sur le gland et sur le prépuce.

a.2. Infections sexuellement transmissibles

De nombreuses études ont établi que la susceptibilité a I'infection ainsi que I'infectiosité
est accrue chez les personnes porteuses d'une IST (Infection Sexuellement Transmissible)
telles que 'infection par HSV ou la syphilis (Fleming and Wasserheit, 1999; Rottingen et al.,
2001). En effet, ces IST provoquent des lésions ulcératives. Par ailleurs, la vaginose
bactérienne, caractérisée par une modification de la flore vaginale, une augmentation du pH
vaginal et une desquamation de cellules épithéliales, mais également les infections par
Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis ou par Trichomonas vaginalis qui induisent une
inflammation génitale, accroissent également la susceptibilité a I'infection par le VIH (Laga et

al.,, 1993; Gray et al., 1997; Nelson et al., 1997; Taha et al., 1998; Martin et al., 1999).

a.3. Modifications de I'épithélium sous I'effet d’hormones

Par ailleurs, sous 1'effet de certaines hormones telles que la progestérone, la muqueuse
génitale peut subir des transformations structurales favorisant 1’acces du VIH. Ainsi, des
études chez le macaque montrent que l’administration de progestérone induit un
amincissement de I'épithélium vaginal corrélé a I’augmentation de la sensibilité a 1'infection
par le SIV (Virus de I'immunodéficience Simienne) (Marx et al., 1996, Smith et al., 2000).
Chez I'homme, I'implication des contraceptifs hormonaux dans l'infection est plus discutée
mais la majorité des études suggere que leur utilisation ne favorise pas le risque

d’acquisition du VIH (Martin et al., 1998; Kiddugavu et al., 2003).

b. Infection des cellules épithéliales
Bien que de nombreuses études s’y soient intéressées, l'infection des cellules
épithéliales reste aujourd’hui tres controversée. La permissivité a l'infection des cellules
épithéliales a été observée in vitro sur des lignées de cellules intestinales (Bourinbaiar and
Phillips, 1991; Fantini et al., 1991) ou cervicales (Tan and Phillips, 1996). De plus, d’anciennes

observations réalisées in situ chez des patients VIH* avaient permis de visualiser, par des
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techniques d’hybridation in situ, I'infection de cellules épithéliales intestinales et buccales
(Heise et al., 1991; Qureshi et al., 1997).

Au contraire, d’autres études établissent clairement que les cellules épithéliales ne sont
pas infectées par le VIH. Les travaux de Dezzutti et coll. et Wu et coll. démontrent, in vitro,
que les cellules épithéliales cervicales ne sont pas infectées par le VIH. Par contre, ces cellules
fixent le virus via GalCer ou des héparanes sulfates, et le séquestrent, permettant ainsi un
transfert ultérieur de virus infectieux aux cellules du systeme immunitaire (Dezzutti et al.,
2001; Wu et al., 2003). La non infection des cellules épithéliales est confirmée par 1"utilisation
d’explants de vagin et col utérin humains (Greenhead et al., 2000; Gupta et al., 2002; Sivard et
al., 2004) et par des études in vivo chez le singe (Spira et al., 1996; Hu et al., 2000). Ces
discordances concernant la permissivité a I'infection des cellules épithéliales sont peut-étre
liées aux divergences d’expression des co-récepteurs viraux CCR5 et CXCR4 par les cellules
épithéliales (Dezzutti et al., 2001; Dwinell et al., 1999), a leur origine tissulaire (intestinal,
génital et lignées versus primaires), a leur architecture (monostratifié versus pluristratifié)

ainsi que par le mode d’infection utilisé (virus libre versus cellules infectées).

c. Transport via les cellules épithéliales, la transcytose

Le VIH peut assurer son transport a travers certaines muqueuses par un meécanisme
particulier, la transcytose. Au sein des épithéliums simples et polarisés tels que I'épithélium
intestinal, le VIH est véhiculé a l'intérieur des cellules épithéliales du pole apical au pole
basolatéral (Bomsel, 1997). Cette transcytose est médiée par la liaison des glycoprotéines
d’enveloppe gp120 (Harouse et al., 1995) et gp41 (Bomsel, 1997; Alfsen and Bomsel, 2002) du
VIH avec GalCer, fortement exprimé au pole luminal. Ce mécanisme performant lors de
I'infection par des cellules infectées est inefficace avec du virus libre (Alfsen et al., 2005). En
effet, les cellules infectées adherent a la surface des cellules épithéliales ce qui induit une
libération massive de particules virales néosynthétisées au niveau de cette synapse (Alfsen et
al., 2005). Les particules virales sont ensuite transportées dans des structures endosomales
d’un podle a l'autre. Récemment, une étude a démontré que le VIH est transmis, bien que
faiblement, par transcytose dans les cellules épithéliales génitales (Bobardt et al., 2007).
Actuellement, aucune étude ne démontre que la transcytose existe dans les épithéliums
pluristratifiés puisque 1'étude de Bobardt et coll. utilise des cellules épithéliales issues de

frottis, différenciées et cultivées en monocouche.
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d. Transmigration de cellules infectées

Comme décrit plus haut, avant d’initier un mécanisme de transcytose de virus libre a
travers des cellules épithéliales, les cellules infectées par le VIH adherent a ces cellules
épithéliales. Cependant, cette étape d’adhésion permet peut-étre le passage direct des
cellules infectées a travers 1’épithélium. L’existence d’un tel mécanisme, bien que minime, a
été démontré in vitro a travers des épithéliums simples (lignées de cellules utérines ou
cervicales) (Carreno et al., 2002; Van Herrewege et al., 2006). Ces études font suite a deux
études in vivo chez la souris montrant que des cellules mononucléées et non infectées, en
particulier des cellules F4/80%, sont capables de migrer a travers l'épithélium vaginal,
prétraité a la progestérone, jusque dans les ganglions iliaques (Ibata et al., 1997;
Zacharopoulos et al., 1997). Un modele utilisant des cellules infectées a été mis en place chez
la souris SCID (dépourvue de lymphocytes T et B), reconstituée avec des lymphocytes
humains de sang périphérique. Apres une inoculation vaginale non invasive de lymphocytes
humains infectés par du VIH de type R5, ces cellules infectées sont détectées dans le vagin
des 4 heures et apres 24 heures, elles sont retrouvées dans les ganglions (Di Fabio et al,,
2001). Ces études attestent de l'existence d’un possible phénomene de transmigration de
cellules infectées a travers un épithélium aminci. Cependant ces résultats, encore
préliminaires, ne garantissent pas qu'un tel mécanisme puisse avoir lieu chez '’homme et a

travers des épithéliums stratifiés plus épais de type vaginal.

e. Capture par des cellules du systéme immunitaire

De par leur localisation et leur role dans l'induction de la réponse immunitaire, les CL
et les DC des muqueuses génitales représentent sans doute les premieres cellules cibles dans
I'infection par le VIH. Les travaux réalisés chez le macaque infecté intra-vaginalement par le
SIV ont permis d’établir la cinétique d’infection et les différentes cellules cibles. Ainsi les
cellules SIV* sont principalement des LT, des macrophages ou des DC interstitielles et sont
détectées 48 a 72 heures apres infection dans la lamina propria (Spira et al., 1996; Zhang et al.,
1999). L’équipe de Hu et coll. a démontré qu’apres 18 heures, des cellules SIV* sont détectées
au sein de la muqueuse vaginale et dans les ganglions lymphatiques. Les cellules SIV* sont
des CL de I'épithélium vaginal et majoritairement des LT, des DC et des macrophages du
chorion (Hu et al., 2000).

Chez 'homme, I'implication des CL a été également illustrée dans des modeles in vitro

et ex vivo de tissus vaginaux ou cervicaux (Reece et al., 1998; Kawamura et al., 2000; Sivard et
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al.,, 2004). Cependant, certaines études ne parviennent pas clairement a détecter les CL
comme premieres cibles du VIH dans les épithéliums génitaux. Les résultats de Greenhead et
coll. et Gupta et coll. démontrent, par immunohistochimie et hybridation in situ, que la
majorité des cellules infectées sont présentes sous 1'épithélium, c’est-a-dire au niveau du
chorion et que ce sont principalement des LT ; la détection de CL infectées se faisant plus
tardivement (apres 96 heures post-infection) (Greenhead et al., 2000; Gupta et al., 2002). Il
semble qu’au cours de la primo-infection plusieurs types cellulaires différents soient infectés
ou aient capturés le VIH de maniere simultanée. En effet, les travaux de Hladik et coll.
démontrent qu’apres infection, les CL ayant endocytosé le virus et des LT intraépithéliaux
infectés migrent conjointement sous forme de conjugués hors du vagin pour disséminer

I'infection (Hladik et al., 1999; Hladik et al., 2007).

2. Transmission préférentielle des virus de type R5

Bien que plusieurs sous-type viraux existent (R5, X4 et R5X4), les virus de type R5 sont
majoritairement retrouvés au cours des étapes précoces et ce quelque soit le mode de
contamination (Zhu et al., 1993; van't Wout et al., 1994). Par ailleurs, des études
épidémiologiques ont mis en évidence I'existence d'une délétion de 32 paires de bases dans
le gene de CCR5 (A32 CCRb5) qui code pour une protéine non fonctionnelle, ne permettant ni
fusion virale ni infection de la cellule cible. Les individus homozygotes pour cette mutation
présentent une forte résistance a l'infection (Dean et al., 1996; Liu et al., 1996; Samson et al.,
1996; Wilkinson et al., 1998). Cependant, des individus homozygotes pour cette mutation ont
été dépistés VIH* indiquant que cette protection est incomplete (Balotta et al., 1997; Biti et al.,
1997). Certains de ces individus infectés présentent une infection caractérisée essentiellement
par la présence de virus de type X4 (Michael et al., 1998; Sheppard et al., 2002). Ces données

soulignent le rdle prépondérant de CCR5 et des virus de type R5 dans l'infection au VIH.

De nombreux mécanismes ont été décrits afin d’expliquer cette prépondérance de virus
de type R5 lors de l'infection. Les analyses effectuées dans le sperme, tant au niveau des
cellules infectées que des particules virales libres, révelent que les virus de tropisme R5
représentent la population virale majoritaire (van't Wout et al.,, 1994; Zhang et al., 1998 ). La
transmission préférentielle des virus de type R5 lors d’une primo-infection par voie sexuelle

pourrait étre liée au pool de virus R5 présents dans le sperme.
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D’autre part, la sélection de virus de tropisme R5 peut se faire par le biais d'une
expression préférentielle d'un type de co-récepteur viral. Les travaux de Meng et coll. ont
mis en évidence, au niveau du jéjunum, une sélection exclusive de virus R5, liée a la non
expression de CXCR4 par les cellules épithéliales intestinales (Meng et al., 2002). Au
contraire, au niveau du tractus génital, la sélection virale R5 serait induite par la
séquestration des virus de tropisme X4 par les cellules épithéliales cervicales (Berlier et al.,
2005). En effet, I'expression constitutive de SDFlo, ligand de CXCR4, par les cellules
épithéliales des muqueuses intestinales et génitales induirait une internalisation de CXCR4
(Agace et al., 2000). Enfin, les B-défensines, peptides anti-microbiens exprimés au niveau des
épithéliums, inhiberaient la réplication du VIH, et plus particulierement des virus de type X4

en modulant I'expression membranaire de CXCR4 (Quinones-Mateu et al., 2003)

En définitive, de nombreux mécanismes peuvent potentiellement expliquer la
prédominance des virus de type R5 dans l'infection au VIH. Néanmoins, chaque mécanisme
ne peut efficacement établir cette discrimination envers les virus de type X4. Celle-ci résulte
sans doute de l'addition de multiples facteurs, agissant a différentes étapes de la

transmission et de la dissémination virale (Margolis and Shattock, 2006).

3. Prévention de la transmission sexuelle du VIH
a. Les microbicides
Les préservatifs représentent actuellement le moyen le plus efficace de protection
contre l'infection par voie sexuelle. Pour pallier la mauvaise utilisation des préservatifs (Pool
et al., 2000), de nouveaux outils ont été créés, les microbicides. Les microbicides sont des
substances appliquées localement sur les épithéliums génitaux permettant de prévenir, ou
tout du moins de réduire la transmission du VIH a travers les tractus génitaux (pour revues

(Lederman et al., 2006; McGowan, 2006; Balzarini and Van Damme, 2007)).

Idéalement, ces composés doivent agir sur la majorité des souches de VIH, avoir
potentiellement une action sur d’autres agents pathogenes responsables d'IST sans toutefois
interagir sur la flore commensale et ne doivent pas endommager les épithéliums génitaux.
Plusieurs groupes internationaux se sont formés pour promouvoir le développement des
microbicides : Alliance pour le développement des microbicides, Campagne mondiale pour

les microbicides, et Partenariat International pour des Microbicides (IPM). L'IPM, par
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exemple a été créé en 2002 pour accélérer le développement et 1’accessibilité des microbicides
fiables et efficaces pour les femmes des pays en voie de développement. Actuellement 60 a
80 microbicides sont en cours de développement, dont une quinzaine sont en phase d’essais

cliniques. Les microbicides sont classés selon leur mode d’action (Figure 31).

a.1. Composés qui améliorent les défenses vaginales

La flore vaginale, de pH acide, représente un environnement plut6ét hostile aux
pathogenes. Néanmoins, cette acidité peut étre modifiée (basifiée) lors d'une vaginose
bactérienne par exemple. Le liquide séminal de pH alcalin (7,1-8) peut également augmenter
le pH vaginal et ainsi la susceptibilité au VIH. Ainsi, des composés permettant de maintenir
le pH acide du vagin ont été développés : Acidoform™ et BufferGel™ (van De Wijgert et al.,

2001; Amaral et al., 2006).

a.2. Surfactants

Les surfactants, qui sont des détergents, ont été les premiers microbicides a étre
proposés. Ces composés détruisent les membranes phospholipidiques des pathogenes, mais
peuvent également altérer les cellules épithéliales génitales. Des essais cliniques de phase III
utilisant le nonoxynol-9 (N-9), issu de la premiere génération de détergents, ont été
brutalement arrétés puisque les femmes utilisant le gel N-9 présentaient un risque aggravé
d’infection au VIH par rapport aux femmes utilisant un placebo (Fichorova et al., 2001 ; Van
Damme et al., 2002).

Par la suite, d’autres surfactants ont été développés, dont certains sont actuellement en
essais cliniques: Savvy™ (C31G) et Invisible Condom™ (SLS, Sodium Lauryl Sulfate). Ces
surfactants agissent a la fois comme microbicide et spermicide (Haineault et al., 2003; Patton
et al., 2006). Néanmoins, bien que leur efficacité anti-virale ait été démontrée in vitro et dans
des modeles animaux (Roy et al., 2001; Patton et al., 2006), les essais cliniques ne sont pas
toujours poursuivis (Balzarini and Van Damme, 2007). En effet, cette recherche sur les
surfactants souffre actuellement des éventuels effets néfastes, tels que ceux retrouvés avec le

N-9.

a.3. Agents inhibiteurs d’entrée ciblant I'enveloppe virale

Le premier groupe de ces inhibiteurs d’entrée ciblant ’enveloppe virale comprend des

polymeres anioniques se liant a 'enveloppe virale grace a leur charge négative et bloquant
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ainsi I'entrée du VIH dans les cellules cibles. Les microbicides cités ci-dessous sont
actuellement en cours d’évaluation en essais cliniques de phase III. PRO-2000, polymere de
sulfonate de naphtalene, présente une bonne efficacité a la fois dans les modeles in vitro
(Greenhead et al., 2000; Dezzutti et al., 2004) et dans les modeles animaux (Weber et al.,
2001). Le Carraguard™, produit a partir de carragénine d’algues marines couramment
utilisée dans l'industrie cosmétique ou alimentaire, bloque la liaison du virus aux cellules
cibles (Perotti et al., 2003). Enfin, le sulfate de cellulose, Ushercell™, inhibe l'infection au VIH
mais également au virus de I'’herpes HSV-1 et -2, au papillomavirus ainsi qu’a des bactéries
pathogenes (Simoes et al., 2002; Cheshenko et al., 2004). Malheureusement, en début d’année
2007 et ce malgré les premiers résultats encourageants, deux essais cliniques de phase III ont
été interrompu subitement, a encore une fois en raison du nombre plus élevé d’infections
dans les groupes utilisant le sulfate de cellulose (déclaration de 1'Organisation Mondiale de

la Santé, OMS, du 31 janvier 2007).

L’inhibition de l'entrée virale peut également se faire via des molécules ciblant les
glycoprotéines d’enveloppe gpl120 et gp4l. Ces glycoprotéines sont les cibles d’anticorps
neutralisants, 2G12 (Trkola et al., 1996) et b12 (Burton et al., 1994) spécifiques de gp120 ou
2F5 (Purtscher et al., 1994) et 4E10 (Zwick et al., 2001a) spécifiques de gp41. L’utilisation
combinée de ces anticorps permet une neutralisation plus efficace (Zwick et al., 2001b). Par
ailleurs, d’autres molécules, PRO-542 ou BMS 378806, analogues ou inhibiteurs spécifiques
du site de liaison de CD4 sur gp120 ont été décrits (Moore and Stevenson, 2000; Si et al.,
2004). La cyanovirin-N se liant aux résidus mannosylés de I'enveloppe virale prévient ainsi
la fusion avec I'enveloppe de la cellule hote (Boyd et al., 1997). Des études démontrent que
cette molécule inhibe efficacement l'infection apres application rectale ou vaginale (Tsai et
al., 2003; Tsai et al., 2004). Enfin, les inhibiteurs enfuvirtide (T-20) ou C34 se lient a gp41 et
bloquent le processus de fusion (Lalezari et al., 2003; Sugaya et al., 2007). Malheureusement,
des phénomenes de résistance, liés a la génération de mutants du VIH, peuvent apparaitre
lors de I'administration de ces agents ciblant les glycoprotéines d’enveloppe (Greenberg and

Cammack, 2004; Witvrouw et al., 2005).

a.4. Inhibiteurs d’entrée ciblant la cellule hote

De nombreuses difficultés sont rencontrées lors du développement de microbicides

ciblant des protéines virales et ce essentiellement par "échappement du virus par le biais de
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mutation, probleme récurrent de la lutte contre le VIH. Ces problemes peuvent étre évités
lors du développement de molécules ciblées sur les cellules de I'hote. Cependant, le ciblage
de récepteurs de I'hote pourrait modifier des fonctions cellulaires de ces récepteurs. Ces
inhibiteurs, tout comme les inhibiteurs de la réplication, ont été développés préalablement
comme antirétroviraux administrés pour le traitement des infections chroniques (traitement
systémique) des patients séropositifs. Certains sont actuellement testés comme microbicides
pour la prévention de l'infection.

L’anticorps monoclonal TNX-355, spécifique de CD4, prévient efficacement
l'interaction avec gp120 (Kuritzkes et al., 2004). Par ailleurs, des analogues des co-récepteurs
CCRS5 et CXCR4 ont été développés. L'application de PSC-RANTES protege efficacement les
macaques infectés intra-vaginalement par SIV (Lederman et al., 2004). Le maraviroc®, autre
antagoniste de CCR5 du groupe Pfizer (Dorr et al., 2005; Rosario et al., 2005), est en cours
d’évaluation clinique de phase III. Au contraire, d’autres études concernant des inhibiteurs
de CCR5, aplaviroc® et vicriviroc®, administrés en traitement systémique ont démontré des
effets néfastes sur la santé des personnes (toxicité hépatique, développement de tumeurs)
(Crabb, 2006). D’autres molécules d’intérét telles que des anticorps dirigés contre CCR5 (PRO
140, CCR5 mADb004) ont également été décrites (Baba et al.,, 1999; Trkola et al., 2001). La
recherche de molécules ciblant CXCR4 est, contrairement a celle concernant CCR5, peu
étendue. En effet, l'utilisation d’antagonistes de CXCR4 présente de nombreux risques
comme le suggere les souris déficientes en CXCR4 qui présentent de tres séveres anomalies
des systemes vasculaire, cardiaque et hématopoiétique (Tachibana et al., 1998; Zou et al,,
1998). Cependant, aujourd’hui, quelques antagonistes de CXCR4 sont a l'étude: T22
(Murakami et al., 1997), AMD 3100 (Schols et al., 1997a; Schols et al., 1997b) et KRH-1636
(Ichiyama et al., 2003).

a.5. Inhibiteurs de la réplication

Une fois le virus entré dans la cellule il faut, pour prévenir la dissémination de
I'infection, stopper sa réplication en inhibant soit la RT soit I'intégrase. Plusieurs inhibiteurs
de RT, dont certains sont déja utilisés comme antirétroviraux chez des patients VIH*, sont
actuellement testés en essais cliniques comme microbicides. L’'UC-781 bloque l'infection et la
dissémination du VIH a travers le col utérin (Fletcher et al., 2005) et la dapivirine (TMC120),
dans un modele de souris SCID humanisées, prévient la transmission par voie vaginale du

VIH (Di Fabio et al., 2003). La dapivirine, administrée sous forme de gel ou par anneau
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vaginal, est actuellement testée dans de nombreux essais cliniques (Malcolm et al., 2005). Le
tenofovir est également en cours d’essais cliniques (Balzarini and Van Damme, 2007). Des
inhibiteurs d’intégrase sont également en cours de développement (Reeves and Piefer, 2005;

D'Cruz et al., 2006).

Il est prévisible que le développement d’une protection efficace se fera, non pas par
l"utilisation d’un microbicide unique, mais par la combinaison de plusieurs microbicides

ciblant préférentiellement différentes étapes du cycle du VIH.

b. La circoncision

La circoncision, tres ancienne coutume remontant a 1'ere Egyptienne, est pratiquée
essentiellement dans un cadre religieux ou dans un cadre médical dans des cas d’infections
ou d’anomalies du prépuce. Des études observationnelles ont suggéré une corrélation
géographique entre les zones a forte prévalence du VIH et le faible taux d’hommes circoncis
en Afrique (Moses et al., 1990; Ronald et al., 1991; Seed et al., 1995). Ces observations ont été
appuyées par des études épidémiologiques prouvant qu’il existe une association significative
entre circoncision et degré d’infection par le VIH (Weiss et al., 2000; Auvert et al., 2001;
Siegfried et al., 2005). Ces résultats ont été largement confirmés par trois études cliniques
réalisées en Afrique. Ces études cliniques randomisées ont été arrétées prématurément, les
conclusions certifiant que la circoncision permet une protection face a I'infection par le VIH
(efficacité de 51 a 60 %) (Auvert et al., 2005; Bailey et al., 2007; Gray et al., 2007). L’'OMS, au
vu de ces résultats, a déclaré que la circoncision était un moyen supplémentaire important de
réduire le risque de transmission de l'infection du VIH a 'homme (www.who.int). La
circoncision semble également avoir des effets bénéfiques chez les femmes: le risque
d’infection par le VIH et d’autres agents des IST est diminué (Williams et al., 2006; Gray et
al., 2007). Cet effet protecteur de la circoncision sur la transmission homme-femme est en

cours d’étude dans un essai clinique mené actuellement en Ouganda.

Différentes hypotheses peuvent expliquer cette protection. D'une part, 1'épithélium
interne du prépuce est une muqueuse fine et peu kératinisée riche en CL et macrophages,
pres de neuf fois plus que dans le col utérin. D’autre part, cet épithélium est plus sensible
aux microtraumatismes et 1ésions facilitant I'entrée de pathogenes (Patterson et al., 2002).

Chez les hommes circoncis, 1'extrémité du pénis, dénué de prépuce est alors recouverte par

-T2 -



un épithélium kératinisé. Enfin il est possible qu’apres un rapport sexuel, le prépuce confere
un environnement propice a la survie du VIH (McCoombe and Short, 2006). Cependant,
malgré ces données biologiques, le mécanisme précis permettant aux hommes circoncis de

présenter une susceptibilité amoindrie a I'infection au VIH reste encore inconnu.
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Les muqueuses représentent la voie principale de conta-
gion et de propagation du virus de 1'immunodéficience
humaine (VIH), & la suite d’un contact hétérosexuel ou
homosexuel (90 %). En I’absence de Iésions de la muqueuse
suite 2 un traumatisme, les mécanismes de dissémination du
VIH au travers des muqueuses varient en fonction de leur
structure, de leur état, des cellules du systéme immunitaire
résidantes, de la souche virale et du génotype.

" La transmission du VIH
a travers les muqueuses

Les épithéliums muqueux représentent la porte d’entrée
majeure du VIH dans I’ organisme. En effet, plus de 95 % des
infections surviennent & la suite de rapports sexuels non
protégés. Les muqueuses tapissant les cavit€s internes de
I’organisme sont composées essentiellement de cellules
épithéliales et d’un chorion ou lamina propria, tissu
conjonctif trés vascularisé. Elles présentent une organisation
monostratifiée ou pluristratifiée.

A. Les muqueuses monostratifiées

Les épithéliums monostratifiés ou simples comportent
une seule assise cellulaire. IIs sont retrouvés au niveau du
tractus gastro-intestinal, rectum ou endocol de I'utérus. Ces
cellules épithéliales polarisées (pdle muqueux ou apical face
a la lumiére de la muqueuse, pdle s€reux ou basolatéral face
au chorion) sont reliées les unes ou autres par des jonctions
serrées et forment ainsi une barriere imperméable. Ces
cellules sont dotées d’un mécanisme particulier de transport
vésiculaire de macromolécules d’un pdle a I’autre : la trans-
cytose. Il a été démontré que le VIH assure son transport 4
Pintérieur de I’organisme & travers les muqueuses monostra-
tififes par ce mécanisme (6). Cette transcytose du VIH a
travers les cellules épithéliales des muqueuses monostrati-
fides est médiée par la liaison des glycoprotéines d’enve-
loppe gpl20 et gp4l du VIH sur un glvcosphingolipide
fortement exprimé 4 la surface luminale des cellules épithé-
liales : le galactosylcéramide (GalCer) (13, 18, 19). Cette
infection pourrait se faire par fusion directe des virions avec
la membrane plasmique grice a GalCer ou par fusion des
virions dans I’endosome aprés internalisation par endocytose
(2). Par ailleurs, il a été démontré I’existence d’un transport
sélectif du virus a travers la muqueuse monostratifiée. En
effet, les cellules épithéliales du jéjunum, exprimant GalCer

et CCR5 mais pas CXCR4, transportent exclusivement le
virus de type R5 (26).

B. Les muqueuses pluristratifiées

Ces épithéliums assurent essentiellement des fonctions de
protection et se caractérisent par la présence au minimum de
deux couches cellulaires. Le vagin, 1’exocol de I'utérus, I’anus
et I'cesophage sont recouverts d’une muqueuse pluristratifiée
non kématinisée. Dans ce type de muqueuse, de nombreux
types cellulaires coexistent dont les cellules dendritiques (DC)
nommées cellules de Langerhans au niveau de I’épithélium.

Des études in vitro d’infection de cellules exocervicales
humaines (29) ou d’épitheliums buccaux et intestinaux de
patients VIH* (20, 32) ont démontré la présence de VIH dans
ces épithéliums pluristratifiés et ainsi suggéré que le trans-
port son transport se fasse via 'infection des cellules épithé-
liales. Au contraire, Collins et coll. démontrent dans un
modele de culture ir vitro de tissu cervical humain que les
virus R5 libres ou associés a des cellules ne penvent infecter
les cellules épithéliales, tout comme le suggérent également
les travaux de Greenhead et coll. (9, 16).

Ainsi, malgré les nombreuses études sur la permissivité
des cellules épithéliales & ’infection par le VIH, les résultats
sont toujours divergents.

' Les interactions
entre VIH et cellules dendritiques

Les DC sont des cellules présentatrices d’antigénes. A
I’état immature, elles résident au niveau des tissus périphé-
riques. Aprés capture de pathogenes, elles s’activent et
migrent vers les organes lymphoides. Devenues DC matures,
elles sont capables interagir avec les lymphocytes T et ainsi
d’initier une répomse immunitaire adaptative. Dans les
muqueuses, deux types de DC immatures sont présentes : les
cellules de Langerhans (CL) dans 1'épithélium et les DC
interstitielles dans la lamina propria. Ces DC des épithé-
liums mugueux ou cutanés, de part leur localisation et leurs
fonctions, jouent un réle important dans la dissémination du
VIH. ’interaction entre le VIH et les DC peut étre divisé en
plusieurs étapes : liaison du virus a la cellule via différents
récepteurs de surface, internalisation du virus et/ou infection
via CD4 et un co-récepteur, et enfin migration des DC
matures vers les tissus lymphoides et infection des lympho-
cytes (44).
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A. Capture du VIH
par les cellules dendritiques

La premiere étape de capture du virus s’effectue par
interaction du VIH avec de nombreux récepteurs membra-
naires des DC. L’attachement du VIH permet de concentrer
le virus 2 la surface cellulaire et ainsi d’augmenter la proba-
bilité d’une interaction entre les protéines virales et CD4.
Les DC expriment CD4 ainsi que les corécepteurs au VIH
CCRS5 et CXCR4 (28, 35). Cependant, des études contradic-
toires concernant la capacité des cellules de Langerhans 2
exprimer CXCR4 sont observées. Zaitseva et coll. démon-
trent que les cellules de Langerhans fraichement isolées de la
peau expriment CCRS5 mais pas CXCR4 (45) alors que
d’autres soutiennent qu’une expression de CXCR4 est
détectée des leur isolement (39). Par ailleurs, les CL fraiche-
ment isolées sont sensibles & l'infection pas les souches
virales & tropisme R5 (24). Certaines cytokines ou chimio-
kines peuvent induire ou inhiber le transport des corécep-
teurs CCRS et CXCR4 2 la surface cellulaire et ainsi jouer un
rble dans la sélection de la transmission du VIH. Aussi, la
production constitutive par les cellules épithéliales de la
chimiokine SDF-1, ligand naturel du récepteur CXCR4,
serait responsable de I'internalisation de ce dernier bloquant
ainsi I’entrée des souches de tropisme X4 (1).

Le virus peut se lier aux DC griice A différents récepteurs
de surface indépendant de CD4 ou des corécepteurs CCRS oun
CXCR4. Parmi ces molécules dites d’adhésion ou de capture,
les lectines de type C interviennent dans la capture de
microorganismes pathogeénes en général et du VIH. Turville et
coll. suggerent que les lectines des DC jouent un rdle non
négligeable dans la capture du VIH (42). Ainsi, les DC du
derme et les CL isolées de peau ainsi que leurs homologues
in vitro .fixent préférentiellernent Ia gp120 viag les lectines.
DC-SIGN, en particulier, exprimé sur les DC de la lamina
propria peut fixer le VIH des souches RS et X4 mais ne
permet pas Pinfection des DC (15, 23). D’autres lectines
telles que la Langerin ou le récepteur au mannose interagis-
sent également avec le VIH (12, 42). Enfin, les DC expriment
des récepteurs au complément et des Fc récepteurs sur
lesquels le virus pourrait se lier in vitro et ex vivo (31, 37, 38).

Actuellement, les mécanismes d’internalisation du VIH
sont encore peu définis. Gummuluru et coll. ont montré que
les microdomaines membranaires riches en cholesterol,
nommés « radeaux lipidiques (lipid rafts) joueraient un réle
dans la liaison du VIH et son internalisation (17). Garcia et
coll. démontrent plus précisément que dans les DC matures,
le virus est internalisé dans un compartiment d’endocytose
intracellulaire non lysosomial de pH 6,2 (14).

B. Infection des cellules dendritiques
par le VIH

Des études menées chez le singe infecté par le SIV
(Simian Immunodeficiency Virus) ont permis de mettre en
évidence ’infection des cellules de Langerhans et des macro-
phages au niveau de I'utérus, du col et du vagin. Aprés inocu-
lation intravaginale du SIV, les cellules de Langerhans du
vagin et du col utérin ainsi que les DC de la lamina propria
sont les premiéres cellules infectées (22, 27). 18 & 24 h apras
I'inoculation, le virus est détectable au niveau des ganglions
lymphatiques puis 5 jours plus tard au niveau de la circulation

sanguine (36). Chez I'Homume, des études plus anciennes sont
parvenues a démontrer I'implication des cellules de
Langerhans dans le syndrome de I'immunodéficience acquise
(SIDA). L'existence de particules de type rétroviral dans les
espaces intercellulaires et autour des cellules de Langerhans a
été établie par des émdes ultrastructurales (33). Des bour-
geonnements de type rétroviral ont également été retrouvés
sur la membrane plasmique des cellules de Langerhans (12).
Les cellules de Langerhans infectées in vitro produisent des
virions matures de VIH (10) ainsi qu’un relargage d’ARN
viral (8). Les DC matures des ganglions peuvent alors trans-
mettre 1’infection aux Iymphocytes T en formant des syncitia
mixtes, favorisant la réplication des virions (30). Dans ce
contexte, une étude récente de Loré et coll. ont montré une
transmission préférentielle de virion par les DC aux lympho-
cytes T CD4 spécifiques, et également lorsque les DC ne sont
pas infectées de maniére productive.

Les cellules dendritiques des chorions exprimant DC-
SIGN, posseédent la capacité de conserver le virus intact
pendant plusieurs jours avant le transfert 4 des cellules
permissives (41). Cette propriété est appelée infection en
trans. Ainsi, DC-SIGN n’est pas un récepteur de I’infection
de VIH. Il intervient dans la capture du virus puis dans la
formation de la synapse infectieuse entre les DC et les
lymphocytes T (3). Dans ce contexte, Turville et coll. ont
établi que les DC transferent I’infection aux lymphocytes T
CD4 durant 2 phases distinctes. Lors de la premiére phase,
DC immatures et matures transférent le virus via la synapse
virologique. Cette phase appelée trans infection, dure peu
dans le temps (de 0 & 24 heures) et est indifférente du
tropisme viral. La seconde phase intervient plus tard et plus
longuement (de 24 & 72 heures). Aprés réplication dans les
DC, les nouveaux virions sont transférés. Cette cis infection
est quant a elle sélective (43).

Bien qu’elles ne soient pas présentes dans les muqueuses
normales, les cellules dendritiques dites plasmacytoides
jouent un role fondamental dans I'infection par le VIH. En
effet, ces cellules dendritiques particuliéres d’origine
lymphoide, produisent en réponse & P'infection virale, de
forte quantité d’IFNa. Dans ce contexte, la diminution du
nombre de ces cellules dans le sang circulant est directement
corrélée & une angmentation de la charge virale et 4 I’appari-
tion de maladies opportunistes (4, 34).

~ Conclusions et Perspectives

L’une des caractéristiques de I'infection par le VIH est Ia
capacité du virus & échapper au systéme immunitaire. Les
protections locales des muqueuses, par stimulation du
systéme immunitaire & caractére humoral (production d’IgA
sécrétoires) ou cellulaire (génération de lymphocytes T cyto-
toxiques), ne permettent pas de contenir I'infection. Le
contréle de cette pandémie nécessite la mise an point d’un
vaccin. A I’heure actuelle, les DC sont les cibles privilégiées
des molécules vaccinales visant & stimuler la différentiation
des lymphocytes T cytotoxiques, grice & leur capacité a
présenter des antigénes endogénes par un mécanisme de
cross-présentation. Dans le cas du VIH, les DC peuvent
présenter des antigénes viraux aux lymphocytes T auxiliaires
et cytotoxiques spécifiques in vitro sur leur Complexe
Majeur d’Histocompatibilité de classe I (25).
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De nombreuses recherches se focalisent également sur
'utilisation d’adjuvant le plus approprié pour activer la
réponse immunitaire afin d’éviter 1'échappement du VIH au
systéme immunitaire. Plusieurs molécules sont 2 I'étude dont
la sous unité B de la toxine cholérique, la toxine labile
d’Escherichia coli (21), les motifs ADN CpG (40) ou
simplement I'incorporation de cytokines et chiomokines (5).
Les vecteurs viraux (PoxVirus ou AdénoVirus) sont large-
ment utilisés dans différents essais de vaccination depuis les
années 90. Cependant, devant les faibles résultats obtenus,
les essais cliniques actuels s’ orientent vers la combinaison de
plusieurs approches d’immunisation tels que des vecteurs
combinés avec des protéines recombinantes.

Enfin, le challenge le plus important dans I’obtention
d’un vaccin contre le SIDA réside également dans la diffi-
culté d’obtenir des anticorps neutralisants. Les travaux de
Burton et Desrosiers définissant la structure des anticorps
neutralisants, leur mécanisme d’action et la neutralisation
d’épitopes sur le virus, constituent une avancé importante
dans la compréhension des mécanismes moléculaires
permettant de définir les caractéristiques nécessaires et les
épitopes & utiliser en vaccination (7, 11).
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1. EXPRESSION DES RECEPTEURS DE L'IMMUNITE INNEE PAR LES CELLULES

DENDRITIQUES CUTANEES

A. Article 1: Langerhans cells express a specific TLR profile and

differentially respond to viruses and Gram-positive bacteria

Flacher Vincent, Bouschbacher Marielle, Verronése Estelle, Massacrier Catherine, Sisirak

Vanya, Berthier-Vergnes Odile, de Saint-Vis Blandine, Caux Christophe, Dezutter-

Dambuyant Colette, Lebecque Serge et Valladeau Jenny

Journal of Immunology 2006, 177 (11) :7959.

Depuis leur découverte en 1868 par Paul Langerhans, les cellules de Langerhans (CL)
ont été beaucoup étudiées. Cependant, malgré les nombreux travaux réalisés, leur role précis
dans l'immunité cutanée reste encore controversé. En analysant l'expression de leurs
récepteurs de I'immunité innée ainsi que leur réponse a différents stimuli, nous pourrons

mieux comprendre le role potentiel de ces cellules dans I'immunité cutanée.

Les récepteurs Toll-Like (TLR) représentent une famille de protéines transmembranaires
de type I impliquées dans la reconnaissance de Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP).
Apres liaison avec leur ligand, les TLR ont la capacité a induire une cascade de signalisation
conduisant a I'activation de genes de cytokines pro- ou anti-inflammatoires et de genes de
molécules de co-stimulation. Actuellement 10 TLR ont été décrit chez I’homme. TLR1, 2, 4, 5
et 6 reconnaissent principalement des composés d’origine bactérienne. TLR3, 7, 8 et 9 sont,
quant a eux, spécialisés dans la reconnaissance d’acides nucléiques ; TLR3 majoritairement
dans la reconnaissance d’ARN doubles brins, TLR7 et 8 d’ARN simples brins et TLR9 d’ADN
doubles brins et plus spécifiquement de motifs CpG non méthylés. Enfin, le ligand de TLR10
n’a pas été encore identifié.

Chez I'homme, chaque population de DC exprime un profil différent de TLR. Ainsi, les
DC my¢éloides expriment fortement TLR1, 2, 3 et 8 et plus faiblement TLR5, 6 et 10. Les DC

plasmacytoides expriment fortement TLR7 et 9 et plus faiblement TLR1, 6 et 10. Quand nous
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avons débuté ce travail, 'expression des TLR sur les populations de DC des tissus de
révétement, et en particulier sur les CL n’était pas défini. Certains ligands de TLR sont
actuellement utilisés en traitement de certains cancers cutanés comme l'imiquimod ou
comme adjuvant dans le développement de vaccin comme les motifs d’ADN CpG. Ainsi, la
connaissance des TLR exprimés par les CL sera d’une tres grande importante puisqu’elle

permettra, entre autres, de mieux cibler les CL dans des protocoles d’'immunothérapie.

L’objectif de ce travail a donc été de déterminer le profil des TLR exprimés par les CL
ainsi que leur réponse face a leurs ligands. Nous avons établi dans ce travail, et pour la
premiere fois que les CL humaines, fraichement isolées de peau humaine, expriment les
ARNm des TLR1, TLR2, TLR3, TLR6, TLR10 et faiblement TLR5. En parallele, nous avons
analysé l'expression des TLR par les kératinocytes humains non différenciés et démontré
qu’ils expriment les ARNm des TLR1-5, TLR7 et TLR10. Nous avons confirmé l'expression
de TLR fonctionnel par I'étude de l’activation des CL en réponse a des ligands spécifiques de
chaque TLR. Nous avons ainsi observé que les CL, en réponse a PGN, sécretent de I'IL-10,
indiquant une potentielle tolérance vis-a-vis des bactéries commensales Gram*. Au contraire

en réponse a Poly(IC), les CL produisent majoritairement de I'IL-6 et du TNF-o.
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Human Langerhans Cells Express a Specific TLR Profile and
Differentially Respond to Viruses and Gram-Positive Bacteria'

Vincent Flacher,”* Marielle Bouschbacher,” Estelle Verronése,” Catherine Massacrier,*
Vanja Sisirak,” Odile Berthier-Vergnes,” Blandine de Saint-Vis,* Christophe Caux,**
Colette Dezutter-Dambuyant,” Serge Lebecque,** and Jenny Valladeau®’

Dendritic cells (DC) are APCs essential for the development of primary immune responses. In pluristratified epithelia, Langerhans
cells (LC) are a critical subset of DC which take up Ags and migrate toward lymph nodes upon inflammatory stimuli. TLR allow
detection of pathogen-associated molecular patterns (PAMP) by different DC subsets. The repertoire of TLR expressed by human
LC is uncharacterized and their ability to directly respond to PAMP has not been systematically investigated. In this study, we
show for the first time that freshly purified LC from human skin express mRNA encoding TLR1, TLR2, TLR3, TLRS, TLR6 and
TLR10. In addition, keratinocytes ex vivo display TLR1-5, TLR7, and TLR10. Accordingly, highly enriched immature LC
efficiently respond to TLR2 agonists peptidoglycan and lipoteichoic acid from Gram-positive bacteria, and to dsRNA which
engages TLR3. In contrast, LC do not directly sense TLR7/8 ligands and LPS from Gram-negative bacteria, which signals through
TLR4. TLR engagement also results in cytokine production, with marked differences depending on the PAMP detected. TLR2 and
TLR3 ligands increase IL-6 and IL-8 production, while dsRNA alone stimulates TNF-« release. Strikingly, only peptidoglycan
triggers IL-10 secretion, thereby suggesting a specific function in tolerance to commensal Gram-positive bacteria. However, LC
do not produce IL-12p70 or type I IFNs. In conclusion, human LC are equipped with TLR that enable direct detection of PAMP
from viruses and Gram-positive bacteria, subsequent phenotypic maturation, and differential cytokine production. This implies
a significant role for LC in the control of skin immune responses. The Journal of Immunology, 2006, 177: 7959-7967.

endritic cells (DC)® are APCs that are required for ini-
D tiation of specific T cell-driven immune responses (1).

DC residing in nonlymphoid tissue, such as Langerhans
cells (LC) in the epidermis, are immature cells whose primary
function is to capture Ag. This function is principally achieved
through specialized surface-membrane endocytic structures. Con-
comitant with Ag processing in specialized organelles of the en-
docytic pathway, DC, upon exposure to pathogen-associated mo-
lecular patterns (PAMP) (2), undergo a series of phenotypic
modifications, termed maturation, and migrate to secondary lym-
phoid tissue. The maturation of DC results in expression of surface
MHC class II and costimulatory molecules, which eventually
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translates into highly efficient presentation, by the appropriate
MHC molecules, of processed Ag to T cells (1).

The TLR represent a family of germline-encoded type I trans-
membrane proteins which are essential to the recognition of PAMP
by the innate immune system (3). Ten human TLR have been
described so far. Upon engagement of TLR, signal transduction
events are initiated by the cytoplasmic Toll/IL-1R domain. De-
pending on which TLR is engaged, a specific set of transcription
factors (including AP-1, IFN response factors, and NF-«B) is ac-
tivated, subsequently inducing expression of proinflammatory cy-
tokines, chemokines, and costimulatory molecules (4, 5).

TLR recognize a wide array of molecules whose origin can be
bacterial, viral, or parasitic. TLR2 and its associated receptors
TLR1 and TLR6 are mainly involved in the detection of molecules
from mycobacteria and Gram-positive bacteria (6, 7). Some
PAMP, such as lipoteichoic acid (LTA), only require TLR2 (7). In
contrast, TLR1 and TLR2 together detect triacylated lipoproteins
(8), whereas TLR2 associates with TLR6 to recognize diacylated
lipoproteins and peptidoglycans (PGN) (9, 10). Like TLR1 and
TLR6, TLR10 is highly homologous to TLR2 and is probably
another TLR2-associated receptor, but its function is still unknown
(11). TLR4 is the receptor for LPS, a characteristic component of
the cell wall of Gram-negative bacteria (12). Flagellin, a protein
typical of flagellated bacteria, is specifically identified by TLRS
(13). Finally, TLR3, TLR7, TLRS8, and TLRY are intracellular re-
ceptors for nucleic acids (4). Indeed, when detected in vesicular
compartments where these TLR reside, RNA and DNA character-
ize bacterial uptake or viral infection. TLR3 recognizes dsRNA
which constitute a viral genome or are generated during viral rep-
lication. TLR7 and TLR8 are engaged by viral ssSRNA and by
synthetic small molecules mimicking features of nucleic acids,
such as imiquimod and R-848. Finally, TLR9 recognizes oligode-
oxynucleotides (ODN) containing unmethylated CpG motifs (CpG
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ODN), which are underrepresented in mammalian genomes, but
abundant in viral and bacterial DNA.

Hence, TLR have the capacity to directly initiate maturation of
DC exposed to potentially pathogenic microorganisms (2). Inter-
estingly, in humans, striking differences exist in TLR expression
from one DC subset to another. In the blood, DC of myeloid origin
(mDC) display TLR1-6, TLRS, TLR10, and low levels of TLR7,
whereas plasmacytoid DC (pDC), which are the main producers of
type I IFNs following viral challenge, only express TLR1, TLR6,
TLR10, and very high levels of TLR7 and TLR9 (14-17). This
restricts their reactivity to a defined pattern of PAMP and, conse-
quently, pathogens.

The distribution of TLR in human skin is incompletely defined.
Several studies demonstrated that keratinocytes differentiated in
vitro display TLR and respond to corresponding PAMP by pro-
ducing proinflammatory cytokines (18-22). Some discrepancies
remain, though, which likely result from differences in culture con-
ditions. In contrast, the TLR expression pattern of freshly isolated
human LC has never been systematically examined (23). More-
over, because ex vivo purification of LC by positive selection of
CDla™ cells from human skin is sufficient to drive a significant
spontaneous maturation (24), it has been proven difficult to mon-
itor PAMP-induced maturation of fresh LC (25). In this report, we
analyze the expression pattern of the 10 identified human TLR in
freshly isolated LC and keratinocytes. Furthermore, an extraction
procedure based on gradient density centrifugation allowed us to
avoid spontaneous phenotypic maturation and to address the issue
of maturation and cytokine production of LC exposed to defined
PAMP known as TLR agonists.

Materials and Methods

Media and reagents

The medium used was RPMI 1640 with Glutamax (Invitrogen Life Tech-
nologies), supplemented with 10% heat-inactivated FBS (Flow Laborato-
ries), penicillin, and streptomycin (referred to as complete medium). Staph-
ylococcus aureus PGN was obtained from Fluka. Poly(I:C), Escherichia
coli LPS (strain 011:B4), and Bacillus subtilis LTA were obtained from
Invivogen Life Technologies. Imiquimod was purchased from Sequoia Re-
search Products. CpG ODN 2216 was obtained from MWG Biotech. R-848
was synthesized at the Schering-Plough Research Institute. PGN, LTA,
imiquimod, and R-848 were shown to be free of endotoxin, as determined
by a Limulus-Amoebocyte Assay (BioWhittaker).

LC isolation from human skin

Human epidermal cell suspensions were obtained from normal skin of
patients undergoing abdominal reconstructive plastic surgery after patients’
informed consent and according to institutional guidelines. Skin was split-
cut with a keratome set and the dermoepidermal slices were treated for 18 h
at 4°C with 0.05% trypsin (Sigma-Aldrich) in HBSS without Ca®>* and
Mg>* (Seromed; Biochrom). The epidermis was detached from the dermis
with fine forceps. Epidermal cell suspensions were obtained by subsequent
tissue dissociation and filtration through sterile gauze. Basal keratinocytes
were removed by adhesion on collagen-coated plates (Corning-Iwaki
Glass). Enrichment was obtained by two consecutive density gradient cen-
trifugations on Lymphoprep (Nycomed Pharma), which yielded 75.0 *
8.4% CDIla™ LC based on 10 experiments. For quantitative PCR and some
activation experiments, LC were further purified by positive selection using
anti-CDla MACS (Miltenyi Biotec). The CDla-negative fraction con-
tained suprabasal keratinocytes. The LC fraction obtained by this technique
was >95% positive for CD1a expression.

DC isolation from human blood

Blood samples of healthy donors were obtained according to institutional
guidelines. PBMC were isolated by Ficoll-Hypaque centrifugation (Euro-
bio). The CD19™ B cells and CD14" monocytes were removed from the
sample by CD19 and CD14 MACS purification using MiniMACS separa-
tion columns (Miltenyi Biotec). The remaining cells were further enriched
in MiniMACS columns using microbeads coated with anti-BDCA-1 or
anti-BDCA-4 mAbs (BD Biosciences), thereby selecting mDC and pDC,

ACTIVATION OF FRESH HUMAN LC BY TLR LIGANDS

respectively. Reanalysis of the sorted populations showed purity higher
than 98%.

Analysis of TLR expression by real-time quantitative PCR

Total RNA was extracted using an RNeasy Mini kit (Qiagen) and treated
with DNase I (Qiagen) for 15 min at room temperature. Then RNA was
reverse transcribed using a mix of random hexamer primers (Invitrogen
Life Technologies), oligo(dT),s (Promega), and Superscript II RNase-H
reverse transcriptase (Invitrogen Life Technologies). Real-time quantita-
tive PCR was set up in an Icycler 1Q (Bio-Rad), using TagMan Universal
PCR Master Mix, no AmpErase UNG (Applied Biosystems), in a final
volume of 25 ul (0.4 uM of each primer, 0.2 uM TaqMan probe, and 25
ng of cDNA). Experiments were performed in triplicates. Primers and
probes of TLR and the CD4 promoter were designed using Primer 3 soft-
ware (Whitehead Institute), with a melting temperature of ~60°C for prim-
ers and ~70°C for probes. Sequences and dyes are detailed in Table I. The
absence of genomic DNA contamination was controlled using human CD4
promoter probe. cDNAs were normalized to 18S ribosomal RNA (rRNA)
with the TagMan Ribosomal RNA Control Reagents (Applied Biosys-
tems). Real-time data were acquired and analyzed using Icycler 1Q Optical
System software (Bio-Rad) with automatic adjustment of the baseline and
threshold parameters. Gene expression levels were determined using cycle
threshold values, directly transferred on the PCR standard curve, and trans-
formed into copy numbers. Results are expressed as copy numbers of a
specified gene for 10° copies of 18S rRNA.

Activation of LC by TLR agonists

Freshly extracted LC were incubated for 24 or 48 h with TLR agonists or
with CD40L transfected L cells. Briefly, 10° murine Ltk~ fibroblastic L
cells stably transfected with the human CD40L gene (26) were irradiated at
7500 rad, then seeded together with 5 X 10° LC. Alternatively, LPS (1
wg/ml), PGN (10 pwg/ml), LTA (10 wg/ml), poly(I:C) (25 pg/ml), R-848
(10 uM), imiquimod (25 uM), or CpG ODN 2216 (10 pg/ml) were added
to the culture medium.

Cytofluorimetric analysis

Cells were labeled with FITC-conjugated anti-CDla, -CD86, -CD80
(DakoCytomation), -CD25, -CD83 (Beckman Coulter). Indirect stainings with
anti-DC-LAMP/CD208 (Beckman Coulter) or anti-TLR3 (clone 713E4; Ab-
cys) were revealed by goat anti-mouse IgG-FITC (DakoCytomation).
For intracytoplasmic phenotyping (DC-LAMP and TLR3), cells were
stained in Fix&Perm reagent (DakoCytomation), following manufacturer’s
instructions. Negative controls were performed with isotype-matched con-
trol Abs. Fluorescence was determined with a FACScan flow cytometer
(BD Biosciences) and data were analyzed using the CellQuest software
(BD Biosciences).

Cytokine production

Freshly purified LC (10° cells/ml) were cultured for 24 or 48 h with TLR
agonists at the indicated concentrations. As a control for IFN-a production,
blood pDC (5 X 10° cells/ml) were incubated for 24 h with 20 ng/ml IL-3
(R&D Systems), or formaldehyde-inactivated influenza virus (five cases, 1
hemagglutinin unit/ml; strain A/New Caledonia/20/99 IVR116; Aventis-
Pasteur). TNF-a, IL-6, IFN-«, and IFN-f levels were evaluated in the cell
culture supernatants using commercially available ELISA kits (TNF-« and
IL-6, R&D Systems; IFN-a, Abcys; IFN-B, Fujirebio). Cytokines were
quantified relative to a standard curve representing a range of dilutions of
recombinant cytokines. IL-10 and IL-8 levels were evaluated using cyto-
metric bead array (CBA) assays (BD Biosciences). Following acquisition
of sample data by flow cytometry, results were analyzed using the BD
Biosciences CBA analysis software. Standard curves, plotted using the
mean fluorescence intensity of the beads for cytokine values ranging from
0 to 5000 pg/ml, were used for quantifying cytokines.

Results

Isolation of immature human LC

To analyze LC activation, we used an isolation technique based on
two consecutive density gradients, as previously described (24).
This procedure permitted to obtain 75.0 £ 8.4% purity as revealed
by CDla staining. Contaminant cells appeared as large, CDla-
negative cells (Fig. 1A). Pluristratified epithelia such as the epi-
dermis are constituted of basal, dividing keratinocytes and supra-
basal, differentiated keratinocytes. As basal keratinocytes were
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Sequences of primers and probes used for real-time quantitative PCR*

Table 1.

Reverse Primer (5'-3")

TagMan Probe

Forward Primer (5'-3")

Gene
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“The quencher dye, TAMRA, was placed at the 3" end of probes. The reporter dyes, linked to the 5" end, were HEX, FAM, or VIC (18S ribosomal RNA).
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previously excluded by a collagen adhesion step, contaminant cells
therefore represent differentiated suprabasal keratinocytes.

Propidium iodide (PI) stainings showed that 69.1 = 10.1% of
LC cultured for 24 h were viable, whereas <50% of LC were still
viable after 48 h of culture (Fig. 1A and data not shown). In this
context, we used 24 h of maturation and FACS results were gated
on Pl-negative cells.

Gradient-purified LC had an immature phenotype, as demon-
strated by the lack of CD25, CD83, or CD80, and low CD86 stain-
ing at day 0. The intracellular maturation marker DC-LAMP was
also absent (Fig. 1B). During extraction from the skin, disruption
of critical interactions of LC with keratinocytes and degradation of
the extracellular matrix may be directly or indirectly sensed by LC
(27). These events are probably sufficient to initiate a spontaneous
maturation, which is observed after 1 day of culture as judged by
a limited up-regulation of LC surface markers. Indeed, following a
24 h incubation in medium alone, expression of the maturation
markers CD83 and DC-LAMP, and the costimulatory molecules
CD80 and CD86 was increased (Fig. 1B). Interestingly, CD25 was
only slightly increased by the spontaneous maturation and was
therefore of particular interest. Considering that CD86 was rapidly
up-regulated in the majority of LC, we based our analysis of this
marker on mean fluorescence intensity rather than percentages of
positive cells. Due to biological variability, spontaneous matura-
tion judged by the percentage of CD83" cells was observed on
51.8 = 9.2% of LC after 24 h of culture. However, engagement of
CD40 by CD40L-expressing fibroblasts resulted in an increased
expression of costimulatory and maturation markers, showing that
this modest spontaneous maturation does not preclude further ac-
tivation of LC (Fig. 1B).

Freshly isolated LC are devoid of TLR4 and do not directly
respond to LPS

Expression of TLR by DC is a key element to explain their ca-
pacity to respond to many danger signals. The constitutive low
expression of TLR proteins (28) and the poorly defined specificity
of most of the commercially available Abs against TLR proteins
(personal observations) currently make PCR the most reliable way
to systematically analyze expression of these receptors. Therefore,
we evaluated mRNA expression of the 10 known TLR on LC by
real-time quantitative PCR, using specific primers and probes (Ta-
ble I). Of note, the high sensitivity of this technique enables the
detection of very low levels of TLR mRNA, which may not be
sufficient to express adequate amounts of functional protein. Be-
cause the pattern of expression of functional TLR was thoroughly
described in human blood mDC and pDC (14-17), we used these
DC populations as a reference to determine the level of signifi-
cance of PCR results. Our data regarding TLR displayed by blood
DC was consistent with the literature (see below).

Because primary keratinocytes also display TLR (18, 22, 29,
30), we used magnetic beads purification of CDla™ LC and in-
vestigated TLR expression of suprabasal keratinocytes (i.e.,
CDla™ fraction) in parallel. To avoid the strong spontaneous mat-
uration that results from this isolation technique (Ref. 24 and our
unpublished data), RNA extraction was performed immediately
after purification.

Direct recognition of LPS by a given cell type requires expres-
sion of TLR4 (12). Keratinocytes and mDC expressed comparable
levels of TLR4 transcripts (Fig. 2A), which suggests that keratin-
ocytes, like mDC, respond to LPS (16, 31). In contrast, no TLR4
mRNA was detected in LC and pDC (Fig. 2A). To further dem-
onstrate the absence of functional TLR4, gradient-purified LC
were incubated for 24 h with LPS. Even in the presence of a high
dose (1 pg/ml) of LPS, only marginal increases of maturation
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FIGURE 1. Immature LC purified ex vivo exhibit an
immature phenotype and mature following CD40 trig-
gering. LC were enriched by gradient purification as

FSC

FSC

described in Materials and Methods, then analyzed by

flow cytometry. A, Freshly isolated LC were gated as
Pl-negative, CD1a-positive cells. B, Freshly isolated LC B
were stained with anti-CD25, -CD83, -CD80, -CD86, or
-DC-LAMP mAbs (filled histograms) or isotype- Day 0
matched negative control Abs (open histograms). LC Fresh LC
were also stained after 24 h of culture (day 1) in medium

alone or in the presence of CD40L-expressing fibro-

blasts. Percentages of positive cells or mean fluores- Day 1

cence intensity (M) are shown in the upper right corner Medium
of the histograms. Results are representative of at least
eight independent experiments.
Day 1
CD40L

markers (CD25, CD83, DC-LAMP) and of costimulatory mole-
cules (CD80, CD86) were consistently observed (Fig. 2B). There-
fore, we conclude that freshly isolated human LC are unable to
directly sense LPS.

LC display TLRI, TLR2, and TLR6, and TLR2 agonists trigger
LC maturation

We next investigated expression of TLR2 and its associated re-
ceptors, TLR1, TLR6, and TLR10, which are notably involved in
the detection of Gram-positive bacteria (7). Real-time PCR anal-
ysis showed that LC expressed TLR1, TLR2, TLR6, and TLR10
mRNA, whereas keratinocytes displayed mRNA for TLR1, TLR2,
and TLR10. It is noteworthy that LC had particularly high levels
of TLR1 mRNA as compared with pDC and mDC (Fig. 34), while
TLR10 mRNA expression was much weaker in keratinocytes and
LC than in both blood DC subsets. Expression of TLR2 mRNA in
LC was weak, as compared with blood mDC, but was confirmed
using different primer sets (data not shown and Ref. 23). More-
over, in line with the literature, TLR2 was not detectable in pDC
(14-16). Therefore, we considered the low levels of TLR2 mRNA
expressed by LC as significant. This was confirmed by exposure of
LC to TLR2 agonists. Indeed, we cultured gradient-purified LC for
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24 h in the presence of PGN and LTA and found that TLR2 agonist
PGN reproducibly up-regulated expression of maturation markers,
while LTA induced weaker activation, based on CD25 staining
(Fig. 3B).

TLR3 is functionally expressed on purified LC

TLR3 is a receptor for dsSRNA and is therefore thought to play
a critical role in the detection of many viruses (4). Similar to
Kadowaki et al. (15) who demonstrated that responsiveness of
blood mDC to dsRNA correlates with TLR3 expression, we found
that mDC, but not pDC, expressed high levels of this receptor.
Strikingly, keratinocytes presented constitutive levels of TLR3
mRNA that were even higher than in mDC (Fig. 4A).

TLR3 mRNA expression in highly purified LC was 10-fold higher
than in the dsSRNA unresponsive pDC (Fig. 44) (15). FACS analysis
confirmed that TLR3 is expressed intracellularly in human LC (Fig.
4B). Finally, activation assays definitively stated that LC display func-
tional TLR3: a particularly strong increase of CD25, CD83, CD80,
CD86, and DC-LAMP expression was observed following 24 h of
incubation with poly(I:C), a synthetic dsSRNA analog (Fig. 4C). Thus,
LC can be directly and potently activated by viral dsSRNA.

I:] Keratinocytes

- Langerhans cells

[] Boca4 poC

FIGURE 2. Human LC do not express TLR4 and are
unresponsive to LPS. A, Real-time quantitative PCR for
TLR4 was performed on cDNA obtained from keratin-
ocytes, MACS-purified CDla* LC, BDCA-4"* blood
pDC, and BDCA-1" blood mDC. Results were ex-
pressed as copy numbers for 10° copies of 18S rRNA.
B, Gradient-purified LC were cultured in medium alone
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with 1 wg/ml LPS or with CD40L-transfected L cells.
Twenty-four hours later, cells were harvested and
stained with anti-CD25, -CD83, -CD80, -CD86, and
-DC-LAMP mAbs (filled histograms) or isotype-
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439 matched negative control Abs (open histograms). Per-
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grams. Results are representative of three independent
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FIGURE 3. Human LC express TLR2 as well as ac-
cessory receptors TLR1 and TLR6 and mature in the
presence of PGN and LTA. A, Real-time quantitative
PCR for TLRI, TLR2, TLR6, and TLR10 were per-
formed on cDNA obtained from keratinocytes, MACS-
purified CDla® LC, BDCA-4" blood pDC, and
BDCA-1" blood mDC. Results were expressed as copy
numbers for 10° copies of 18S rRNA. B, Gradient-pu-
rified LC were cultured in medium alone or with 10
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tograms) or isotype-matched negative control Abs
(open histograms). Percentages of positive cells or mean
fluorescence intensity (M) are shown in the upper right
corner of the histograms. Results are representative of
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TLR7, TLRS, and TLRY are absent from LC, while keratinocytes
express TLR7

TLR7, TLRS, and TLR9 belong to a subgroup of the TLR family
(32). This classification is primarily based on sequence similarity
and closely related signal transduction pathways. Moreover,
TLR7/8/9 are intravesicular receptors of nucleic acids (DNA or
RNA oligonucleotides) or structurally related synthetic com-
pounds (imiquimod, R-848).

Real-time PCR analysis revealed very low signals for TLR7 in
LC; in contrast, keratinocytes exhibited ~10 times more mRNA
for this receptor, which was present at levels comparable to mDC
(Fig. 5A) (17). Consistent with this, the response of mDC and
keratinocytes to the specific TLR7 agonist imiquimod was previ-
ously established (17, 33). TLR8 mRNA was detected in keratin-
ocytes, LC, and pDC at comparable intensities (Fig. 5A). Never-
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theless, pDC were frequently demonstrated to be devoid of TLR8
(14-17) and a TLR8-specific agonist is unable to activate pDC (34).
Consequently, we considered the low levels of TLRS expressed by
keratinocytes and LC as nonsignificant. Finally, the last member of
this subgroup, TLR9, was not detected in LC by real-time PCR and
keratinocytes expressed TLR9 mRNA at levels similar to mDC,
which are known to be unresponsive to CpG ODN (14-17) (Fig. 5A).

We next used activation assays to further establish the absence
of functional TLR7, TLR8, and TLR9 in LC. For this purpose, we
used synthetic agonists specific for TLR7 (imiquimod), for both
TLR7 and TLRS (R-848), or for TLR9 (CpG ODN 2216). As
expected, expression of maturation markers was equivalent in LC
cultured in medium alone or incubated with imiquimod, R-848, or
CpG (Fig. 5B), thereby revealing that these cells do not express
functional TLR7, TLRS, or TLRY proteins.

FIGURE 4. Human LC express TLR3 and mature in
the presence of poly(I:C). A, Real-time quantitative
PCR for TLR3 was performed on cDNA obtained from
keratinocytes, MACS-purified CDla* LC, BDCA-4"
blood pDC, and BDCA-1" blood mDC. Results were
expressed as copy numbers for 10° copies of 18S rRNA.
B, Fresh, gradient-purified LC were stained with anti-
CDla or were permeabilized and stained with anti-
human TLR3 (filled histograms). Open histograms rep-
resent isotype-matched negative control Abs. C,
Gradient-purified LC were cultured in medium alone or
with 25 pg/ml poly(I:C). Twenty-four hours later, cells
were harvested and stained with anti-CD25, -CD83,
-CD80, -CD86, or -DC-LAMP mAbs (filled histo-
grams) or isotype-matched negative control Abs (open

histograms). Percentages of positive cells or mean flu-
orescence intensity (M) are shown in the upper right
corner of the histograms. Results are representative of
at least five independent experiments.
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LC produce cytokines following activation through TLR2 and TLR3 LC released substantial amounts of IL-6 when stimulated with
PAMP-driven maturation of DC is usually concomitant with the ~ PGN, LTA, and, even more potently, poly(I:C) (Fig. 6A). A mod-
production of cytokines and chemokines (1, 2). Therefore, we est secretion of IL-6 was detected following treatment of gradient-

examined the production of soluble factors induced by TLR purified LC with LPS and imiquimod. As LC do not undergo notice-
ligands in gradient-purified LC to address possible differences in able maturation in response to these ligands, this low IL-6 production

their respective activation capacity. might be attributable to the few contaminating keratinocytes, which
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FIGURE 6. Production of IL-6 and IL-10 by human LC activated by TLR agonists. A and C, Gradient-purified LC were cultured in medium alone or
with 10 ug/ml PGN, 10 pg/ml LTA, 25 pg/ml poly(I:C), 1 mg/ml LPS, or 25 uM imiquimod. Twenty-four hours later, supernatants were harvested and
cytokine production was quantified by CBA assay (A, IL-6; C, IL-10). Note that, due to low numbers of LC yielded, CBA experiments were not duplicated
within each skin sample, but results are representative of at least four independent experiments. B, Production of IL-6 by MACS-purified LC activated by
TLR agonists was also analyzed on five independent donors. CD1a™ LC were cultured in medium alone or with 25 ug/ml poly(I:C), 1 ug/ml LPS, or 25
uM imiquimod. Twenty-four or 48 hours later, supernatants were harvested and IL-6 production was quantified by ELISA.
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FIGURE 7. Production of IL-8 and TNF-«a by hu-

man LC activated by TLR agonists. MACS-purified 0
CDla™ LC were cultured in medium alone or with 10
ng/ml PGN, 10 pg/ml LTA, 25 pg/ml poly(I:C), 1
ng/ml LPS, or 10 uM R-848. Twenty-four hours later,
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supernatants were harvested and cytokine production B
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express high levels of TLR4 and TLR7. Indeed, no more IL-6
production could be observed in response to LPS and imiquimod
when using MACS-purified LC (Fig. 6B). Treatment with poly(I:
C), LPS, or imiquimod did not stimulate IL-10 production (Fig.
60C). Interestingly, production of IL-10 was induced by PGN, but
not LTA, although recognition of both compounds relies on TLR2.

IL-8 and TNF-a can be secreted by LC, but they are also
strongly induced in activated keratinocytes (18-22, 31, 33, 35).
We showed that both keratinocytes and LC express TLR2 and
TLR3 and might therefore secrete cytokines in response to the
same agonists. Thus, evaluation of IL-8 and TNF-« secretion was
performed on LC enriched by CDla MACS rather than gradient
purification. MACS-purified LC produced high constitutive levels
of IL-8 when cultured in medium alone (Fig. 7A), which is most
likely related to their spontaneous maturation. Yet, a notable in-
crease in IL-8 could be induced upon PGN, LTA, or poly(I:C)
exposure. We also noticed that only poly(I:C) stimulated produc-
tion of TNF-« (Fig. 7B).

In addition, neither CD40 triggering nor TLR agonists were able
to drive production of IL-1 and, most interestingly, bioactive IL-
12p70 (data not shown). Finally, as type I IFNs are of critical
importance in the context of viral infections, we evaluated the
production of IFN-« and IFN-S by LC exposed to poly(I:C) (Table
II). However, we were unable to detect significant concentrations
of these mediators in the supernatants of activated LC.

Table II.  Production of type I IFN by human LC activated by poly(1:C)*

IFN-« (pg/ml) IFN-B (pg/ml)

Langerhans cells (n = 4)

Medium <31, 25 <50

Poly(I:C) <31, 25 <50
Blood pDC (n = 3)

1L-3 <31, 25 ND

Influenza virus 26,219.4 + 9,830.4 ND

“ Gradient-purified LC were cultured in medium alone or with 25 ug/ml poly(I:C).
Purified blood pDC were cultured with IL-3 (20 ng/ml) or formaldehyde-inactivated
influenza virus (1 HAU/mI). Twenty-four hours later, supernatants were harvested
and quantified for IFN-a and IFN-S production by ELISA. n represents the number
of independent donors tested.

hediurm

PGN(TLR2+6)  LTA (TLR2) Poly(1.Q LPS(TLR4) R-B48(TLR7/8)

(MLR3)

Discussion
To date, pathogen-derived molecules that directly drive maturation
of human LC through activation of TLR are insufficiently charac-
terized (25). Our systematic PCR analysis of LC freshly isolated
from human skin reveals expression of TLR1, TLR2, TLR3,
TLR6, and TLR10, as well as low levels of TLR5S mRNA (data not
shown). In parallel, human suprabasal keratinocytes display
TLR1-5, TLR7, and TLR10 mRNA. These TLR expression pat-
terns, extended by LC activation assays performed with defined
TLR agonists, shed light on the role of LC and keratinocytes in
human skin exposed to potentially pathogenic microorganisms.
Gram-positive bacteria represent the majority of commensal
microorganisms that colonize the skin of healthy individuals,
but also the bulk of virulent species developing on wounded
skin and causing severe skin infections (36). PGN and LTA,
which are characteristic PAMP shared by all Gram-positive
bacteria, trigger maturation of fresh human LC and enhance
IL-6 and IL-8 release. Interestingly, PGN is the only TLR ag-
onist inducing IL-10 production. This differential effect might
be explained by the fact that, while both PGN and LTA engage
TLR2, activation by PGN requires cooperation of TLR6 (9, 10),
which is highly expressed in LC. In line with our results, a
strong IL-10 production was found to be a hallmark of human
DC stimulated with PGN (37). IL-10 inhibits APC function and
migration of LC, most likely because it modulates proinflam-
matory cytokines secretions that enhance LC maturation (37—
39). For this reason, we hypothesize that IL-10 could be re-
quired to avoid immune responses to commensal bacteria.
Discrimination between unharmful and pathogenic Gram-posi-
tive bacteria may result from the level of PGN detection. In-
deed, PGN from commensal bacteria is only available to extra-
cellular TLR2 and TLR6 (10, 23), similar to our in vitro assays.
In contrast, virulent S. aureus have an invasive phenotype and
release PGN intracellularly, where it could engage the cytoplas-
mic NOD receptors, present in other DC subsets (40). Alterna-
tively, IL-10 may keep immune responses under control,
thereby preventing organ injuries. Indeed, while murine DC ac-
tivated by S. aureus PGN produce high amounts of IL-10 (41),
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resistance of TLR2™/~ mice to S. aureus infections is severely
impaired (42).

Human skin may also be exposed to Gram-negative bacteria,
although they are not resident and are rarely responsible for infec-
tions (36). Murine LC migrate following skin exposure to LPS and
have been suggested to express TLR4 (43, 44), but in vitro acti-
vation assays show poor correlation with these findings (43). Ac-
cordingly, and in line with earlier observations (23, 25), no TLR4
transcripts are present in human LC, and only negligible matura-
tion is achieved upon treatment with high doses of LPS in vitro.

To determine a role of human LC in the detection of viruses, we
investigated TLR3, TLR7/8, and TLRY, which are receptors for
viral nucleic acids, and have been frequently highlighted for their
capacity of inducing production of type I IFNs, a critical set of
cytokines with direct effects on viral replication. We did not study
expression of the cytoplasmic dsRNA receptors retinoic acid-in-
ducing gene-I and protein kinase R, whose expression pattern in
the skin is unknown so far (4). Freshly purified human LC dis-
played TLR3 mRNA, similar to murine LC (43, 45), as well as
intracellular TLR3 protein. Consequently, poly(I:C) very strongly
matured gradient-purified LC and augmented IL-6 secretion more
potently than other TLR agonists. This is probably due to the
unique ability of dsRNA to induce TNF-«, which likely amplifies
LC response. Nevertheless, poly(I:C)-stimulated LC do not release
type I IFNs. Hence, in contrast to pDC which produce high
amounts of type I IFNs, human LC do not act as innate effector
cells in viral infections.

Epicutaneous application of imiquimod, a specific agonist of
TLR?7, induces emigration of LC (46, 47) and strong immune re-
sponses, which have been proven efficient for the treatment of viral
infection and cancers (48). Yet, we provide the first report of the
absence of TLR7 and TLRS in freshly isolated human LC, in line
with lack of TLR7 in murine LC (43). Our findings explain and
extend previous observations showing that human LC do not ma-
ture after exposure to imiquimod and R-848 in vitro (49). Regard-
ing TLR9, mRNA has been described in purified murine LC (43),
and CpG ODN trigger migration and activation of these cells in
vivo (50, 51). However, activation of purified murine LC by CpG
ODN could not be achieved in vitro (43). Likewise, freshly iso-
lated human LC show no direct response to CpG ODN, consistent
with their lack of TLR9Y, and keratinocytes do not express TLR9
either. Thus, we propose that, in vivo, deep penetration of imi-
quimod cream into the dermis and s.c. injections of CpG ODN
activates nonepidermal cells, such as dermal DC, macrophages,
and fibroblasts, the migration of LC being secondary to a release
of proinflammatory cytokines. However, this hypothesis remains
to be specifically evaluated.

Thus, the detection of pathogen invasion through LPS and
ssRNA is not a primary function of LC, thereby suggesting a role
for keratinocytes in the recognition of these PAMP. Earlier pub-
lications describing TLR in keratinocytes mainly relied on undif-
ferentiated basal epidermal cells, isolated from foreskin, and dif-
ferentiated after long periods of in vitro culture, which resulted in
discrepancies (18-22). Here, we definitively state that suprabasal
keratinocytes directly isolated from human skin notably display
TLR4 and TLR7. Although other investigators could not detect the
latter (22, 35), in vitro-cultured keratinocytes stimulated by TLR4
or TLR7 ligands increase transcription and release of proinflam-
matory mediators (22, 31, 33, 35). In line with this, LPS and imi-
quimod triggered IL-6 release only in keratinocyte-contaminated
preparations of gradient-enriched LC. Yet, isolated suprabasal ker-
atinocytes did not produce TNF-a when exposed to TLR agonists,
presumably because their advanced state of differentiation pre-
cludes full activation in vitro (data not shown). Still, keratinocyte-
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induced inflammation in vivo probably results in maturation and
migration of LC, as well as attraction of other immune cells (52,
53). Keratinocytes could therefore substitute to LC for the primary
detection of LPS and ssRNA, and also, because they express high
levels of TLR3, enhance dsRNA-induced LC maturation.

In summary, freshly purified human LC express a restricted set
of functional TLR, namely TLR2, TLR6, and TLR3, and are di-
rectly activated by their respective ligands, while cooperation of
keratinocytes and other cell types is probably essential for re-
sponse to Gram-negative bacteria and viruses in vivo. In particular,
lack of type I IFN production precludes a direct effector role of LC
in viral infections and further argues that the full development of
an immune response in the skin does not solely rely on these cells.
Of interest, activation of LC by different TLR agonists leads to
specific cytokine secretion profiles. Although the exact physiolog-
ical relevance of PGN-specific IL-10 secretion remains to be de-
termined, LC may contribute to the tolerance of commensal Gram-
positive bacteria that colonize the skin of healthy individuals
without causing inflammation. As no bioactive IL-12p70 was ob-
served following TLR engagement alone, the release of this key
Thl-polarizing cytokine may require additional signals provided
by PAMP combinations or engagement of CD40 by T cells, as
previously suggested for LC and other DC subsets (25, 54, 55). In
this context, it will be of critical importance to decipher the func-
tional influence of differential PAMP-driven activation of LC on
the tuning of skin immune responses and particularly on T cell
responses.
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En préparation

Les cellules dendritiques dermiques (DDC) ont été tres peu étudiées. Depuis les
premieres études qui ont décrit leur présence au sein du derme humain par identifications
immuno-histochimiques, plusieurs travaux ont caractérisé les DDC en utilisant différentes
techniques de purification. Ainsi, il a été démontré, par des expériences d’activation
lymphocytaire in vitro, qu’elles pourraient étre impliquées dans la mise en place de la
réponse immunitaire chez ’homme. Néanmoins, les études réalisées ces dernieres années
chez la souris ont démontré qu’elles joueraient un role différent dans I'immunité cutanée de
celui des CL, en particulier dans les réactions d’hypersensibilité de contact et dans les

réponses anti-virales.

La reconnaissance des signaux de danger par les cellules du systeme immunitaire est
médiée par divers Pattern Recognition Receptors (PRR). Parmi ces PRR, les récepteurs TLR, les
lectines de type C ou les récepteurs scavengers (SR) reconnaissent une tres grande diversité
de molécules présentes a la surface des micro-organismes ou des composés endogenes. Les
DC immatures des tissus périphériques capturent notamment les antigenes via leurs PRR.
Elles migrent alors vers les ganglions lymphatiques ou elles activent les lymphocytes T et

induisent une réponse immunitaire spécifique.

L’objectif de ce travail a été de compléter la caractérisation des DDC humaines, en se
focalisant plus particulierement sur les récepteurs de I'immunité innée. Nous avons ainsi
démontré que les DDC fraichement isolées de derme humain expriment les lectines de type
C MMR, DC-SIGN et Dectin-1. Par ailleurs, elles expriment également les ARNm de certains
SR. De maniere intéressante, nous avons établi que, contrairement aux macrophages, elles

n’expriment pas MARCO, SR impliqué dans la reconnaissance de bactéries Gram* et Gram-.
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MARCO pourrait alors étre considéré comme un marqueur spécifique des macrophages
dermiques humains. Enfin, nous avons détaillé pour la premiere fois, I'expression des TLR
par les DDC humaines. Contrairement aux CL, elles expriment tous les TLR exceptés TLR5,
7, 9 et 10. De maniere intéressante, les DDC expriment plus particulierement TLR4, qui n’est
pas exprimé par les CL. Elles répondent a I'activation par Poly(IC) en sécrétant de I'IL-6 et

du TNF-o, I’activation par PGN induit au contraire une sécrétion forte d'IL-10.
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ABSTRACT

Residing in the epidermis, Langerhans cells (LC) play a critical role in initiating skin
immune responses. Nevertheless, dermal DC (DDC), still barely studied, also contribute to
the maintenance of cutaneous immunity by uptaking pathogens, rapidly migrating to lymph
node and activating naive T lymphocytes. The purpose of our work was to complete the
previous characterization of DDC by studying the expression and function of the innate
receptors C-type lectins, Toll-Like Receptor (TLR) and scavenger receptor, using freshly
isolated human DDC. By focusing on the HLA-DR"" DDC CD1c" population, we found that
DDC presented typical DC morphology and expressed DC markers such as DC-SIGN, MMR
and Dectin-1. Furthermore, they expressed mRNA of scavenger receptor SRA, LOX-1, SR-
PSOX/ CXCL16 and CLA-I. Interestingly, as mRNA of MARCO was only expressed by
macrophages, MARCO should be used as another specific human macrophage marker. Using
real-time PCR, we complete the characterisation of the profile of their innate receptors by
demonstrating that HLA-DR" dermal cells expressed TLR1, 2, 4 and 6 and TLR3 and TLRS.
To further attest the expression of functional receptors, we analysed the secretion of IL-6, IL-
10 and TNF-a upon activation with TLR ligands. Finally, DDC ability to uptake FITC-
Dextran and acetyl-low density lipoproteins was evaluated. In conclusion, we provided here,
by identifying the profile of innate receptors of DDC, a better characterisation of human DDC

that will be helpful to understand their function in cutaneous immunity.



INTRODUCTION

Dendritic cells are sentinels distributed all around the organism. They sense danger
signals like pathogen associated compounds and then direct the immune responses. After
antigens capture, DC migrate to different sites and activate lymphocytes to promote either
immunity or tolerance (Steinman, 2003). Langerhans cells (LC) have always been the
prototype DC of the skin. Residing in the epidermis, they play a critical role in initiating skin
immune responses. Dermal DC are still barely studied, although some previous studies have
shown, by using different isolation techniques, that they contribute, as well as LC, to the
maintenance of cutaneous immunity (Angel et al., 2006; Furio et al., 2005; Lenz et al., 1993;
Nestle et al., 1993; Sepulveda-Merrill et al., 1994). Nevertheless, studies realized in mice
suggested that DDC may play different role than LC in skin immunity (Kaplan et al., 2005;
Kissenpfennig et al., 2005b; Allan et al., 2003; Zhao et al., 2003).

How danger signal are sensed by DDC is of importance as it will be the first and
critical step in initiating the immune response. DC expressed several classes of innate
receptors, including Toll-Like Receptors (TLR), C-Type Lectins Receptors (CLR) and
Scavenger Receptors (SR). These Pattern Recognition Receptors (PRR) can recognize
Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMP) displayed at the cell surface of
microorganisms. CLR, such as DC-SIGN or Langerin bind sugars in a calcium-dependent
manner using highly conserved carbohydrate recognition domain. TLR represent a family of
type 1 transmembrane proteins. Until now, 10 human TLRs have been described. They
recognize bacterial (TLRI1, 2, 4, 5 and 6), and viral components (TLR3, 7, 8 and 9) and
directly activate signalling pathways in DC and other cell types. In human, differences exist in
TLR expression from one DC subset to another. In blood, myeloid DC (mDC) express TLR1-
6, TLR8 and TLR 10, whereas plasmacytoid DC (pDC) display TLR1, TLR6, TLR10 and high

level of TLR7 and TLR9 (Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001). Finally, SR are cell



surface glycoproteins which were first described on macrophages by their ability to bind
chemically acetylated or oxidized Low Density Lipoprotein (Ac or Ox-LDL) (Kodama et al.,
1990). Recent studies demonstrated that SR expression on other cell types such as DC have an
important role in antigen uptake and presentation (Mukhopadhyay and Gordon, 2004). Thus,
considering these new PRR, it appears of interest to search for their expression on different
DC subpopulations, and especially on DDC whose primary function may be to capture
antigens.

In this paper, we performed studies on dermal dendritic cells freshly purified from
human dermis. Focusing on the expression on PRR by these human DDC, we identified the
expression of CLR, TLR and SR, specialized in the recognition of bacteria and viruses.
Nowadays, vaccination is under intensive investigation. Thus, a better understanding of DDC
and their role in immune responses would allow clinicians to improve direct exploitation of

DDC in vaccination strategies.

MATERIAL AND METHODS

Media, cytokines and reagents

Cells were cultured in RPMI-1640 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) supplemented with 10%
heat-inactivated foetal bovine serum (FBS; Invitrogen, Carlsbad, CA), 2 mM L-glutamine,
100 U/ml penicillin (Gibco BRL) and 100 pg/ml streptomycin (Gibco BRL) (hereafter
referred to as complete medium). rthGM-CSF (Schering-Plough Research Institute,
Kenilworth, NJ) was used at a saturating concentration of 100 ng/ml (200 U/ml), rhSCF (25
ng/ml), thTNF-a (2.5 ng/ml), IL-4 (10 ng/ml) are all from R&D Systems (R&D Systems,

Boston, MA).



Staphylococcus aureus peptidoglycan (PGN) (Fluka, Heidelberg, Germany) was used at 10
pg/mL. Poly(I:C) (Invivogen, San Diego, CA) was used at 10 pg/ml, R-848 used at 10 uM
was synthesised at the Schering-Plough Research Institute. Zymozan was used at 100 pg/ml

(Molecular Probes, Invitrogen).

Isolation of dermal dendritic cells and blood dendritic cells

Skin was obtained according to institutional guidelines and after patients’consent. Skin was
split-cut with a keratome set and the skin explants were incubated in 0,4 mg/ml of dispase 11
(Roche, Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN) in Hank's balanced salt solution
(HBSS; Gibco BRL) overnight at 4°C. The dermis was detached from the epidermis with fine
forceps. Dermal sheets were then cut into small sections and incubated with 1 mg/ml
collagenase (Sigma-Aldrich) for 2 hours at 37°C. Cells were manually disrupted with a
pipette, filtered through sterile mesh nylon gauzes and through a 70um filter to separate the
non digested tissue from the cell suspension (Tse and Cooper, 1990). Cells were purified
using Macs Isolation kit with anti-HLA-DR or anti-CD1c¢ antibodies (Miltenyi Biotec GmbH,
Bergish Gladbach, Germany) using LS separation columns and according to the manufacters’
instructions. Blood samples of healthy donors were obtained according to institutional
guidelines. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by Ficoll-Hypaque
centrifugation (Eurobio, Paris, France). The CDI19" B cells and CDI14" monocytes were
removed from the sample by CD19 and CD14 MACS purification using MiniMACS
separation columns (Miltenyi Biotech). The remaining cells were further enriched in
MiniMACS columns using microbeads coated with anti-BDCA-1 or anti-BDCA-4 mAbs,
thereby selecting BDCA-1" mDC and BDCA-4" pDC. Reanalysis of the sorted populations

showed a purity higher than 98%.



In vitro generation of dendritic cells and macrophages

Monocytes were purified by immunomagnetic depletion (Moncytes Isolation Kit II, Miltenyi
Biotech) after preparation of PBMC. Monocyte-derived DC (MoDC) were produced during 6
days in the presence of GM-CSF and IL-4 (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). CD34"
haematopoietic cells were purified from cord blood by magnetic isolation (Indirect CD34
MicroBead Kit, Miltenyi Biotech). CD34" cells were cultured during 6 days in 200 ng/ml
GM-CSF, 25 ng/ml SCF and 2,5 ng/ml TNF-a. Then, after 6 days cultured in medium
supplemented with 200 ng/ml GM-CSF and 10 ng/ml IL4, CD34-derived dendritic cells were
obtained. Monocyte-derived macrophages were produced during 6 days in IL-2 (50 U/ml) and

5% normal human AB serum.

Antibodies and Flow cytometry

Cells were incubated 15 minutes at 4°C with affinity purified mAbs at the appropriate
concentration or with the irrelevant isotype-matched mouse Igs. Anti-HLA-DR-PE or FITC
(B8.12.2) and anti-CD11b-FITC (BEAR1) are from Immunotech (Marseille, France). Anti-
DC-SIGN-PE (120507) is from R&D Systems (Minneapolis, MN). Anti-MMR-PE (19.2) and
anti-CD45-FITC and PE (HI30) are from BD Biosciences (San Jose, CA). Anti-CD1c-PE
(AD5-8E7) is from Miltenyi Biotech. Anti-CD146 (24040704) is from Chemicon

international (Ternecula, CA) and anti-Dectin-1 (MAB1859) from R&D System:s.

Endocytosis assay
To evaluate uptake ability, 10° cells were incubated in at 37°C with 1 mg/ml FITC-dextran
(molecular weight: 70) or 5 pg/ml Alexa 488-Acetylated-Low Density Lipoprotein (Ac-LDL)

both from Molecular Probes (Carlsbad, CA). Uptake was stopped by two washes with ice-



cold 1% FBS-sodium azide PBS. Endocytosis was evaluated by FACS analysis comparing

with control samples kept at 4°C.

Immunohistochemistry analysis

Normal human skin were cryofixed and 6-um sections were cut. Indirect
immunohistochemistry stainings were performed with a streptavidin-biotin-peroxidase assay
(LSAB2 Kit, Dako, Glostrup, Denmark). Negative controls were conducted using unrelated

isotype-matched mouse immunoglobulins. Counterstaining was carried out with Hematoxylin.

May-Griinwald Staining and Ultrastructural analysis

For transmission electron microscopy, cell pellets were fixed in 2% glutaraldehyde in
cacodylate buffer at 4°C for at least 3 days then postfixed for 1 hour with 1% osmium
tetroxide in cacodylate buffer with sucrose. After deshydratation, they were embedded in
epoxy resin. Ultrathin sections were examined on a JEOL 1200 EX electron microscope at
80kV accelerating voltage (CMEABG, Université de Lyon, Lyon, France). Cells were spun
onto glass slides with a Shandon Cytospin 2 during 5 minutes at 500g, air dryed, fixed with

cold acetone and stained with May-Griindwald Giemsa (Sigma-Aldrich).

RT-PCR and real-time quantitative PCR

Total RNA was extracted from freshly isolated DDC. Total RNA was extracted using RNeasy
Mini kit (Qiagen, Valencia, CA) according to the manufacturer's instructions and treated with
DNase I (Qiagen) for 15 min at room temperature. RT-PCR was performed with Iscript One-
Step for Probes kit (Bio-Rad, Hercules, CA). The primers used for PCR amplification are
detailed in Table 1. 30 ng of each RNA sample was used. The cycling parameters were as

follows: 10 min 50°C/ 5 min 95°C/ 15 sec 95°C, 30 sec 60°C for a total of 35 cycles. PCR



products were separated by electrophoresis on a 1% agarose gel and visualised by ethidium
bromide staining. For real-time quantitative PCR, RNA was reverse transcripted using a mix
of random hexamer primers (Invitrogen), oligo (dT),s (Promega), and Superscript I RNase-H
reverse transcriptase (Invitrogen). Real-time quantitative PCR was set up in an Icycler 1Q
(BioRad, Hercules, CA), using Tagman Universal PCR Master Mix, no AmpErase UNG
(Applied Biosystems, Foster City, CA), in a final volume of 25 uL (0.4 uM of each primer,
0.2 uM TagMan probe and 25 ng cDNA). Experiments were performed in triplicates. Primers
and probes of TLR and CD4 promoter were designed using Primer 3 software (Whitehead
Institute, Cambridge, MA), with a melting temperature of ~60°C for primers and ~70°C for
probes. Sequences and dyes are detailed in Table 2. The absence of genomic DNA
contamination was controlled using human CD4 promoter probe. cDNAs were normalized to
18S ribosomal RNA (rRNA) with the Tagman Ribosomal RNA Control Reagents (Applied
Biosystems). Real-time data were acquired and analyzed using Icycler 1Q Optical System
software (Bio-Rad) with automatic adjustment of the baseline and threshold parameters. Gene
expression levels were determined using cycle threshold values, directly transferred on the
PCR standard curve and transformed into copy numbers. Results are expressed as copy

numbers of a specified gene for 10° copies of 18S ribosomal RNA.

Cytokine production

Fresh purified DDC (10° cells/ml) were cultured for 24 hours with TLR ligands or zymozan at
the indicated concentration. IL-6, IL-10 and TNF-a were evaluated using cytometric bead
array assays (CBA, BD Biosciences). Following acquisition of sample data by flow
cytometry, results were analysed using the BD Biosciences CBA analysis software. Standard
curves, plotted using the mean fluorescence intensity of the beads for cytokine values ranging

from 0 to 5000 pg/ml were used for quantifying cytokines.



RESULTS
Fresh DDC contained two populations of DC without LC characteristics

To better understand the biological functions of human dermal dendritic cells, we
needed to isolate them from human dermis. For this aim, a dermal cell suspension was
obtained after epidermis and dermis separation and a subsequent collagenase treatment. The
mean number of dermal cells isolated was 58.7 + 33.3 millions for about 620 + 160 cm® of
skin. Interestingly, based on HLA-DR staining, three populations were detected: a population
expressing high level of HLA-DR (R1: 9.1% +3.3), another population expressed low level of
HLA-DR (R2: 21.7 % +6.3) and a population HLA-DR negative (Figure 1a). To have a global
outline of the dermal suspension, we analysed the expression of different cell type markers.
The majority of the dermal population (HLA-DR") was obviously composed of fibroblasts
(data not shown). Besides, HLA-DR negative cells co-expressing CD3 represent T

lymphocyte population of the dermis (data not shown). As expected, HLA-DR""

population
co-expressed CD45 (Figure 1b). Focusing on the HLA-DR" population and especially on the
HLA-DR"&" population we observed that CD11b, CD11c and CD1c were expressed on HLA-
DRM&" cells, indicating that HLA-DR™" cells are dermal DC. These cells do not contain
phagolysosomes, characteristics of macrophages. Moreover they present typical features of
DC, i.e. a bean-shaped nuclei and surface dendrites, confirming that they were DDC and not
macrophages (Figure 1c). Furthermore, these cells do not express langerin at the cell surface
nor intracellularly confirming they were not LC that might have migrated into the dermis
(data not shown). Interestingly, we observed that the HLA-DR'®Y CD45 cells displayed
markers of endothelial cells such as CD146, CD34, and CD31 (Figure 1b). Hence, HLA-
DR"" population appeared to be dermal endothelial cells (HDMEC). To further investigate

the characterisation of the DDC population, i.e. HLA-DR™ population, we purified

exclusively DDC using a two step magnetic purification method. About 1.4 millions of DDC
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were isolated using an indirect staining with CDlc antibody (Macs Miltenyi Biotech).
Nevertheless, by our isolation method based on enzymatic dissociation of the dermis, we may
purified both DDC and dermal macrophages, contrary to previous methods harvesting DC

migrating from dermis explants (Furio et al., 2005; Nestle et al., 1993).

Fresh DDC express specific C-type lectin receptors MMR, DC-SIGN and Dectin-1 and
express some Scavenger Receptors

Skin DDC are immature DC specialized in the recognition of signal dangers and
pathogens. We thus examined the Pattern Recognition Receptor (PRR) profile of DDC. We
first analyzed the expression of C-type Lectins (CLR). Langerin, a type II protein, is
specifically expressed by LC (Valladeau et al., 2000), whereas BDCA-2 was shown to be
expressed by plasmacytoid DC (Dzionek et al., 2001). We confirmed here that DDC clearly
expressed MMR/CD206 (Turville et al., 2002). On the contrary, expression of DC-SIGN by
freshly isolated DDC was low. Then, we investigated the expression of Dectin-1. Dectin-1 is a
type II CLR containing an immunoreceptor tyrosine-based activation motif in its cytoplasmic
tail, recently described on macrophages and on blood myeloid DC (Brown, 2006). Dectin-1
recognizes B-glucans and binds many fungal and it has been demonstrated in vitro and in vivo
that Dectin 1 mediates antifungal cellular responses (Leibundgut-Landmann et al., 2007;
Rogers et al, 2005; Taylor et al., 2007). For the first time, we revealed by
immunohistochemestry, bright Dectin-1 positive cells within human dermis (Figure 2b). We
did not observe any Dectin-1 positive Langerhans cells. Flow cytometry analysis confirmed
that DDC, HLA-DR™¢", expressed Dectin-1 (Figure 2c).

Then, we analysed the expression of scavenger receptors (SR). SR were first described
on macrophages by their ability to bind Ox and Ac-LDL. They are also implicated in the

recognition of various ligands derived from bacteria, viruses and host (Mukhopadhyay and
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Gordon, 2004; Peiser et al., 2002). According to their multi-domain structures, they were
divided into six different classes (A to F) (Krieger, 1997): Expression of SR by DC and
especially by human DC is poorly defined. SRA, the first cloned SR, has been shown to be
expressed on human in vitro generated DC (Harshyne et al., 2003). In addition, LOX-1 and
SR-PSOX/CXCL16, ligand of CXCR6, were also shown to be expressed on human blood
myeloid and MoDC (Delneste et al., 2002; Tabata et al., 2005). On the contrary MARCO and
CLA-1 are not yet identified on human DC. To analyzed SR expression, we used RT-PCR
analysis as rare antibodies against human SR were available (Figure 2d). DDC clearly
expressed SRA but lesser than macrophages. Furthermore, DDC expressed SR-
PSOX/CXCLI16 in similar levels as macrophages and a slight expression of CLA-1 was
detected. Interestingly, DDC do not express MARCO, contrary to the bright expression
revealed in macrophages. Therefore, as no specific macrophage markers exist in human,
MARCO would be a remarkable candidate to clearly distinguish between macrophages and

DDC.

Fresh DDC express TLR1, 2, 4 and TLR6 and TLR3 and TLRS8

The TLR represent a family a type I transmembrane proteins which are essential for
the recognition of PAMP and the induction of signalling cascades by the immune system. To
date, 10 human TLR have been described. These receptors recognize a wide variety of
molecules from diverse origins. Until now, the distribution of TLR in skin is hardly defined.
We have recently demonstrated that freshly isolated LC expressed TLR1, 2, 3 and 6 (Flacher
et al., 2006). In this study, we assessed TLR expression on DDC by real-time PCR as rare
TLR antibodies were available. As controls, we included myeloid DC (mDC) and
plasmacytoid DC (pDC) purified from human blood as TLR expression is well described in

these cells, and added the negative fraction from the magnetic DDC purification composed
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mainly of dermal fibroblasts (Figure 3a). The first six TLR members, excluded TLR3,
principally recognize bacteria molecules: TLR1, 2 and 6 are mainly involved in the detection
of molecules from Gram-positive bacteria (Schwandner et al., 1999) whereas TLR4 is the
receptor of lipopolysaccaride from Gram-negative bacteria (Qureshi et al., 1999) and TLRS
for the flagellin derived from flagelled bacteria (Hayashi et al., 2001). Real-time PCR analysis
showed that DDC expressed significant levels of TLR1, 2 and 6 and high level of TLR4.
DDC do not express TLRS5. The other TLR (TLR3, 7, 8 and 9) are specialized in the
recognition of nucleic acids. DDC displayed high level of TLR3, receptor for double-stranded
RNA (Kawai and Akira, 2006). They did not express TLR9 mRNA contrary to pDC which
are caracterised by the expression of TLR7 and TLRO. As it is undoubtedly proved that mDC
do not express TLR7, we concluded that DDC do not also express TLR7. DDC expressed
TLRS, intravesicular receptor of single strand nucleic acids or structurally related synthetic
compounds (R-848, Imiquimod). This is of particular interest as LC do not express TLR8
(Flacher et al., 2006). To confirm this divergent TLRS expression between DDC and LC, we
generated CD34-derived DC (Figure 3b). At day 6 of the culture, CDla" and CD14" cells
were FACS-sorted as previously described (Caux et al., 1996). By classical RT-PCR, we

demonstrated that only CD34-derived DDC expressed TLR8 mRNA.

Production of cytokines induced by TLR ligands and zymozan may help us to address
the presence of functional TLR on DDC and DDC activation capacity (Figure 3c). DDC
released high amount of IL-6 (1,7 ng/ml) in control medium, and IL-6 was more potently
produced with Poly(IC) and with PGN. We next investigated the production of IL-10 and
TNF-o. High amount of IL-10 were also measured in control medium. IL-10 production is

induced by Poly (IC), PGN and zymozan while TNF-a secretion is only strongly induced by
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Poly(IC). Cytokine secretion induced by Poly(IC) is concomitant with the bright TLR3

mRNA expression.

Fresh DDC efficiently take-up FITC-Dextran but low Ac-LDL

Immature DC are able to efficiently take up and process antigens. This function is a
key function of immature DC. In Figure 2, we showed that freshly isolated DDC express
innate receptors and in particular CLR such as MMR, DC-SIGN and Dectin-1. Thus, we
examined DDC ability to take up fluorescently labelled dextran. First, we analysed CD34-
derived DC (CD34-DC) generated in GM-CSF and IL-4 and monocyte-derived DC (MoDC)
phenotype, as these in vitro generated DC are mainly used in vaccination strategies as DC
models. As shown in Figure 4a, CD34-DC and MoDC expressed high level of CDla,
intermediate level of HLA-DR and no CD14. Besides they displayed high DC-SIGN and
MMR, contrary to DDC. This difference may be due to the presence of IL-4 during our
CD34-DC and MoDC culture (Steinbach et al., 1998). We demonstrated in Figure 4b that in
vitro generated DC showed high levels of endocytic activity whereas DDC internalised less
particles, certainly due to their higher expression of surface C-type lectins. Then, we analysed
DDC capacity to internalize Alexa488-Ac-LDL to study their expression of functional SR. As
shown in Figure 4c, uptake of Ac-LDL by DDC was low whereas monocyte-derived
macrophages, used as control, did endocytose Ac-LDL with a bright efficiency. This result
was in accordance with the SR expression level in DDC which is much weaker than in

macrophages.



14

DISCUSSION

Although LC are well characterized and studied, only few data concerning DDC are
available. Indeed, purifying DDC from total dermis is difficult but cells obtained by this
technique are very different from those obtained after skin explants migration. Indeed, our
DDC do not express CD40, CD80, CD83 and CD86 (not shown) contrary to DDC collected
after migration, which have already begun a maturation process (Furio et al., 2005; McLellan
et al., 1998). In contrast to other groups, we did not observe any langerin positive cells within
the DDC population, contrary to Angel et al. who demonstrated in a recent study that 11% of
the HLA-DR" cells were langerin positive (Angel et al., 2006). Furthermore, our results were
in disagreement with those of Larregina et al. (Larregina et al., 2001), who isolated cells from
total skin explants and demonstrated that CL were CDla" CD14", DDC were CDla” CD14
and the last population CD14" were LC precursors (Larregina et al., 2001; Morelli et al.,
2005). In our study, freshly isolated DDC did not expressed CCR7, in contrast to Angel et al.
(Angel et al., 2006). Finally, we did not detect any plasmacytoid DC in the dermal cell
suspension, based on BDCA2 expression, contrary to the work of Ebner ef al. (Ebner et al.,

2004), as previously demonstrated by Wollenberg et al. (Wollenberg et al., 2002).

To date, few specific markers of human macrophages or human DDC exist.
Previously, DC-SIGN was defined as the specific marker of the dermal DC population
(Geijtenbeek et al., 2000b) as langerin for LC (Valladeau et al., 2000). Nevertheless, recent
studies demonstrated that macrophages can also expressed DC-SIGN (Granelli-Piperno et al.,
2005; Soilleux et al., 2002). Furthermore, CD36 was demonstrated to be express on the
dermal macrophages population (Gonzalez-Ramos et al., 1996), however, CD36 was also
shown to be expressed by DDC (Furio et al., 2005; Nestle et al., 1993). Thus, as macrophages

do not express CD1c, we used CD1c to phenotypically distinguished dermal DC from dermal
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macrophages (Furio et al., 2005; Lenz et al., 1993). Besides, the absence of phagolysosomes
and low ability to endocytose ac-LDL confirmed that we did not isolated macrophages.
Furthermore, we showed that mRNA of the SR MARCO is specifically expressed on
macrophages. Thus, MARCO would provide an interesting marker to differentiate

macrophages from DDC.

In this paper, we demonstrated that DDC express a specific PRR profile. First, DDC
clearly express MMR and Dectin-1. We provided here that DDC did not display the same
TLR pattern. DDC expressed TLR1, 2, 4 and 6 and high levels of TLR3, and 8, whereas LC
expressed TLR1, 2, 3, 5 and 6 (Flacher et al., 2006). Recently, Van der Aar et al. described
the TLR profile of dermal DC, freshly purified through their expression of CD11c (van der
Aar et al., 2007). They demonstrated that DDC express all TLR except TLRY and 10.
Contrary to them, we may have failed to detect TLRS expression on DDC, as its expression
seems to be very low. Furthermore, comparing TLR7 expression between LC {Flacher, 2006
#1499} and DDC, our results were in agreement with those of Van der Aar et al., who

showed that DDC expressed more TLR7 than LC.

DDC expressed specific CLR shown to be implicated in HIV binding such as DC-SIGN
(Curtis et al., 1992; Geijtenbeek et al., 2000a; Turville et al., 2002), and MMR (Turville et al.,
2002). We showed here that DDC expressed HIV co-receptor CCRS and CXCR4 as CL
(Zaitseva et al., 1997) and demonstrated that they displayed mRNA of SR-PSOX/CXCLI16,
ligand of the HIV minor co-receptor CXCR6/Bonzo (Tabata et al., 2005) (Matloubian et al.,
2000). Besides, TLRS, ligand of single strand nucleic acid or structurally related synthetic

compounds (Heil et al., 2004), can be triggered by HIV single strand RNA (Diebold et al.,
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2004). Therefore, DDC express different PRR involved in the recognition of virus such as
HIV, indicating that they might be specialized in recognition of virus.

Innate receptors may collaborate together for the recognition of pathogens and for the
activation of inflammatory responses. It has been shown recently that TLR2 can collaborate
with Dectin-1 for the recognition of fungal (Gantner et al., 2005; Netea et al., 2006). In
addition, SR-PSOX/CXCL16 favour CpG ODN-D endocytosis leading to TLR9 dependent
IFN-a secretion by pDC (Gursel et al., 2006). Another example is provided by CD36 which is
associated with heterodimers TLR2/6 and TLR1/2 for the recognition of di or tri-acetylated

lipoproteins {Triantafilou, 2006 #3697}.

Although viral and microbial pathogens are mainly detected by the TLR family, viral
infection, in particular, can also be detected by TLR-independent mechanisms (Akira et al.,
2006). The newly described cytosolic DExD/H Box RNA helicases, RIG-I and MDA-5, were
shown to recognize viral double-stranded RNA (Andrejeva et al., 2004; Yoneyama et al.,
2004). These receptors may be preferentially used for the recognition of virus by mDC (Kato
et al., 2005). Thus, to further characterize the role of DDC in the recognition of virus, it would
be of great interest to examine the expression of these receptors and their potential interaction

with other PRR in the initiation of anti-viral responses.

Previous studies on human DDC showed that they were potent stimulators of T cell
proliferation (Furio et al., 2005; Nestle et al., 1998; Sepulveda-Merrill et al., 1994). Studies in
mice depleted of LC pointed out that after contact hypersensitivity immune responses were
still occurring, indicating that they were mediated by other immune cells such as DDC
(Bennett et al., 2005; Kissenpfennig et al., 2005a). Besides, after inoculation of vagina

mucosa with Herpes Simplex Virus (HSV2), submucosal DC, equivalent to DDC, were
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recruited beneath the infected epithelium and were responsible for the presentation of HSV2
peptides to CD4" T cells (Zhao et al., 2003). Moreover, after skin inflammation, it has been
demonstrated that dermal DC migrated faster to lymph nodes than LC and colonized distinct
areas (Kissenpfennig et al., 2005a). Therefore, DDC seem to respond differently than LC to

skin infection or immunization and may induce different adaptative immune responses.

To summarize, our work focused on the expression of innate receptors by freshly
isolated human DDC. We demonstrated that they presented a profile of innate receptors
specialized in the recognition different pathogens. Hence, based on its PRR profile, DDC
might play an important role in initiating the immune response. Today, vaccination, which is
under intensive investigation, employs, in skin, either direct intracutaneous injection of
antigen or injection of antigen-loaded DC, generally in vitro generated DC. However, these in
vitro generated DC may not respond exactly in the same way as in vivo dermal DC. Thus, a
better characterisation of DDC and a better comprehension of their role in skin immunity

would improve their exploitation in vaccination strategies.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: Dermal dendritic cells and microvascular endothelial cells are present in the HLA-
DR positive populations of the dermis.
(a) HLA-DR staining of total dermal cell suspension analysed by flow cytometry shows
two HLA-DR positive populations (R1 and R2). Open histogram represent the isotype
match control.
(b) Flow cytometry staining on total dermal suspension. One representative dot for each
marker is shown.
(c) May-Griinwald-Giemsa coloration of DDC. Scale bars: 1pm.
(d) Electron microscopy of DDC showing the multilobed nucleus, their long dendrites and

the absence of phagolysosomes. Scale bars: 1pum.

Figure 2: DDC express specific C-type lectins and scavenger receptors
(a) Flow cytometry staining of the dermal suspension with MMR, DC-SIGN clone 120507
and DC-SIGN clone 1B10. One representative dot is shown.
(b) Immunohistochemestry on normal human skin with Dectin-1. Magnification x 200.
(c) Expression of Dectin-1 on total dermal cell suspension.
(d) RT-PCR analysis of scavenger receptor expression on DDC (lanes 1-4) and monocyte-

derived macrophages (lanes 5-7). Each lane represents different donors.

Figure 3: DDC express TLR1, 2,4 ,6 and TLR3 and TLRS.
(a) Real-time quantitative PCR were performed on cDNA obtained from fibroblasts,
purified HLA-DR" cells, CD11¢” pDC, and CD11¢" mDC. Results were expressed as

copy numbers for 10° copies of 18S ribosomal RNA.
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(b) RT-PCR of CD34-derived LC and CD34-derived DDC of TLR7, 8, 9 and 10. Results
were analysed on two independent donors (1 and 2)

(c) Freshly isolated DDC were cultured in medium alone or with 10 pM R848, 10 pg/ml

Poly(IC), 10 pg/ml PGN or 100 pg/ml zymozan. After 24 hours of culture,

supernatants were harvested and cytokine production was quantified by CBA assay

(IL-6, IL-10 and TNF-a ). Results were analysed on three independent donors.

Figure 4: DDC endocytose dextran and Ac-LDL but less efficiently than in vitro generated
DC and macrophages.
(a) Flow cytometry analysis of CD34-derived DC (CD34-DC) and monocyte-derived DC
(MoDC) phenotype.
(b) Comparison of the endocytic capacity of DDC, MoDC and CD34-DC using FITC-
Dextran.

(c) Uptake of Alexa 488-AcLDL by DDC and monocyte-derived macrophages

Table1 Sequences of primers used for semi-quantitative RT-PCR analysis.

Table 2 : Sequences of primers and probes used for real-time quantitative PCR.

The quencher dye, TAMRA, was placed at the 3° end of probes. The reporter dyes, linked to

the 5 end, were HEX, FAM or VIC (18S ribosomal RNA)



Table 1: Primers used for semi-quantitative RT-PCR analysis

Gene Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3')
CLA1 CGG CGG TGA TGA TGC AGA AT GGC GTT GAG GAA GTG AGG ATG
LOX1 ACT GGA GGG ACA GAT CTC AGC GGC ACC CAA GTG ACA AAG AAT

MARCO TCA ATG TTC CAA AGC CCA AGA

GCC TGT TGC TCC ATC TCG TC

SRA ACT GAT AGC TGC TCC GGAATC T

GGT CTG AGAATG TTC CCAATC

SR-PSOX

CTC CTG AAC CGA ACC GAATC

GTT TCATTG GGA CGA GTG AGC

B-actin GGA GCAATGATCTTGATCTTC

AAG ATG ACC CAG ATC ATG TTT GAG

Table2 : Primers and probes used for Tagman analysis

The reporter dye, placed on the 5’ end of the probes, was HEX for TLR5, 6, 7, 8, 10, FAM for the CD4 promoter, TLR1, 2, 3, 4,

9, and VIC for 18S rRNA . At the 3’ end of all probes, the quencher dye was TAMRA

Gene Forward primer (5'-3') TagMan Probe Reverse primer (5'-3')
TLR1 CCC ATT CCG CAG TAC TCC AT [5’'FAM] AGC TCA AAA GTC TCA TGG CCA GGA GGA[3'TAMRA] TTT TCC TTG GGC CAT TCC A

TLR2 CCCATT GCTCTT TCACTGCT [S’FAM] GTA GTT GTG GGT TGA AGC ACT GGA CAA T [3' TAMRA] CTT CCT TGG AGA GGC TGA TG

TLR3 TGG TTG GGC CAC CTA GAA GTA [5'FAM] ACC TGG GCC TTA ATG AAA TTG GGC AA [3’TAMRA] TCT CCATTC CTG GCC TGT G

TLR4 CTG CAA TGG ATC AAG GAC CA [5’FAM] AGG CAG CTC TTG GTG GAA GTT GAA CG [3’TAMRA] TTATCT GAA GGT GTT GCA CAT TCC
TLR5 TGC CTT GAA GCC TTC AGT TAT G [5’'HEX] CCA GGG CAG GTG CTT ATC TGA CCT TAA CA [3TAMRA] CCA CCA CCA TGA TGA GAG CA

TLR6 CCC TCA ACC ACA TAG AAA CG [5’HEX] ACC GAC TTG GAA ATG CCT GGT CAG [3TAMRA] GAG ATATTC CAC AGG TTT GG

TLR7 TTA CCT GGA TGG AAA CCA GCT ACT [5’'HEX] AGA TAC CGC AGG GCC TCC CGC [3'TAMRA] TCA AGG CTG AGA AGC TGT AAG CTA
TLR8 AAC TTT CTATGATGC TTACAT TTCTTATGAC [5’HEX] CCA AAG ATG CCT CTG TTA CTG ACT GGG TG[3 TAMRA] GGT GGT AGC GCAGCT CATTT

TLR9 TGA AGA CTT CAG GCC CAA CTG [5’FAM] AGC ACC CTC AAC TTC ACC TTG GAT CTG TC [3TAMRA] TGC ACG GTC ACCAGG TTG T

TLR10 TTT GAT CTG CCC TGG TAT CTC A [5’'HEX] AGG TCA ATG CAC ACA AAC ATG GCA CA [ TAMRA] AGT TGT TCT TGG GTT GTT TTC CTAAC

CD4 promoter

TTC CAC ACT GGG CCA CCT AT

[5’'FAM] CAC TGG ACA CAA TTG CCC TCA GG [3'TAMRA]

TTG TGG GCT TAC CAC TGC TG




Counts

HLA-DR

FIGURE 1



HLA-DR

HLA-DR

DC-SIGN
(clone 1B10)

MMR DC-SIGN
(clone 120507)

SRA

LOX1

SR-PSOX

MARCO

CLA1

B-actin

FIGURE 2



a b

1,00E401 1,008+02 1 100Eez ) B TLR7 OTLR8 @ TLRY|
TLR1 O TLR2 B TLR6 @ TLR10 TLR3 O TLR4 BTLRS

1 2 1 2

1,00E+01 - 1,00E+01 -
1,00E-01 4
1,00E-01 - 1,00E-01 -
1008027 1,00E-02 1,00E-02 { 7
. T CL DDC
< >
1,00E-03 A , 1,00E-03 -+ ; ' 1,00E-03 + | CD34-derived DC
HLA-DR- DDC pDC  mDC HLA-DR- DDC HLA-DR DDC  pDC  mDC
Dermis Blood Dermis Blood Dermis Blood
(control) (control) (control)
C
A
IL-6 IL-10 TNFo
6000 4000 1100
1000
| soo 3500 000
£ 3000
0 800
2| 4000
= 2500 700
£ 600
‘é 3000 2000
= 500
=
§ 2000 1500 400
8 1000 300
1000 200
Medium R848 Poly IC) PGN Zymozan Medium R848 Poly IC) PGN Zymozan Medium R848 Poly IC) PGN Zymozan

FIGURE 3



a CD1a CD14 HLA-DR DC-SIGN MMR
MoDC | T ‘I ? |
CD34-DC
(IL-4)
b 5 min 15 min 30 min 45 min
) m mm
MoDC ! f “ ! E l !': I
CD34-DC
(IL-4)
|
FITC-Dextran
Cc 5 min 15 min 30 min 45 min
|

Alexa 488-AcLDL

FIGURE 4



C. Discussion: expression des récepteurs de I'immunité innée par les

cellules dendritiques cutanées

1. Le modele: les cellules dendritiques cutanées humaines fraichement

isolées
Nous avons axé notre travail de caractérisation du profil d’expression des récepteurs
de I'immunité innée par les DC cutanées en travaillant uniquement sur les CL et DDC
humaines fraichement isolées. Bien que tres physiologique, ce travail comporte de
nombreuses difficultés. La premiere est ’acces au prélevement de peau humaine normale et
les contraintes liées aux lois de Bioéthique. Nos prélevements proviennent majoritairement
de déchets opératoires d’abdominoplastie. La seconde difficulté repose sur le rendement
cellulaire qui est tres faible. En effet, pour 620 + 160 cm?, nous récoltons 58,7 + 33,3 10°
cellules totales du derme, soit en moyenne 1,4 10¢ DDC. De plus la viabilité cellulaire est
faible (nous en reparlerons ultérieurement). Enfin, la derniere difficulté est liée a la tres
grande variabilité inter-individuelle, la reproductibilit¢ des expériences étant alors plus

complexe.

2. Caractérisation des cellules dendritiques dermiques
a. Les cellules exprimant HLA-DR dans le derme
Afin de caractériser les DDC de derme humain, nous avons utilisé une technique basée
sur la dissociation enzymatique du derme comme décrit par L. Meunier (Meunier et al.,
1993). L’analyse de la population dermique totale a révélé 1'existence de deux populations
HLA-DR positive : une population HLA-DRfr et une population HLA-DRfPk, Le reste de la
population dermique, HLA-DR négative, est essentiellement constituée de fibroblastes et de

lymphocytes T (Figure 1 supplémentaire).

Dans l'article 2, nous avons établi que la population HLA-DRf"e représente la
population de DC du derme, tandis que la population HLA-DR@"e une population de
cellules endothéliales du derme (HDMEC, Human Dermal Microvascular Endothelial Cells).
Une étude récente de Angel et coll. a confirmé qu’au sein du derme, différentes populations
cellulaires expriment HLA-DR, dont des cellules endothéliales (Angel et al., 2007). Nous
avons également observé que ces cellules expriment des marqueurs spécifiques des cellules

endothéliales tels que CD31 et CD146. Angel et coll. ont, quant a eux, confirmés que les
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cellules endothéliales des vaisseaux sanguins expriment HLA-DR, par marquages
fluorescents sur coupe de peau humaine normale. IIs ont, de plus, établi qu'une sous-
population de cellules endothéliales lymphatiques podoplanin* exprime HLA-DR (Angel et
al., 2007).

Par ailleurs, nous n’avons détecté dans le derme aucune DC plasmacytoide, aucun
marquage positif pour BDCA2 ni CD123 n’ayant été observé sur suspension totale dermique,
contrairement au travail de 'équipe de N. Romani (Ebner et al., 2004). En effet, les pDC,
seraient absentes de la peau normale, et seraient recrutées uniquement dans des conditions
inflammatoires telles que dans le psoriasis (Wollenberg et al., 2002). Les pDC observées dans
la peau de sein par I'équipe de N.Romani sont rares. Cela peut s’expliquer par un léger état
inflammatoire de leur prélevement de peau ou par la localisation anatomique différente de

la notre.

b. Les cellules dendritiques dermiques

b.1. Phénotype hétérogene

En accord avec les travaux de Turville et coll., nous avons démontré I'existence au sein
du derme de deux populations basées sur I'expression de CDla et CD14 (Turville et al.,
2002). En effet, deux populations sont retrouvées : une population CD1afrt CD14f"e et une

population CD1aftle CD14frt (Figure 2 supplémentaire). Les travaux du groupe de A.

Larregina ont également observé cette dichotomie, mais de maniere plus stricte : CDla*
CD14 et CDla CD14* (Larregina et al., 2001). Cependant, Larregina et coll. utilisent des
cellules migrantes d’explants de peau totale, contrairement a Turville et coll. qui dissocient le
derme de l'épiderme puis effectuent une digestion enzymatique, comme nous l’avons
présenté dans ce travail. Par ailleurs, les variations de sensibilité de fluorescence entre la
fluorescéine et la phycoérythrine pourraient expliquer les divergences d’expression

retrouvées, notamment entre un marquage négatif et un marquage faiblement positif.

La population de DDC, HLA-DRfr, exprime spécifiquement CD1c, CD11b et CD11c.
Nous avons alors isolé les DDC via une purification magnétique indirecte en utilisant un
anticorps anti-CD1c. Nous avons confirmé que ces DC HLA-DRfr* CD1c* ne sont pas des CL
ayant migré dans le derme, car ces cellules sont dépourvues de granules de Birbeck et de

marquage langerin (en surface et en intra-cytoplasmique) (Figure 2 b supplémentaire). Au
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contraire, une étude récente révele que 11% des cellules HLA-DR* du derme exprimeraient
la langerin (Angel et al., 2006). La technique de purification des DDC mis au point par Angel
et coll. explique ce fort taux de cellules langerin* retrouvées dans le derme. En effet, apres
digestion enzymatique, le derme est séparé de 1'épiderme, puis il est incubé seize heures
avant la purification des cellules dermiques. Or apres digestion enzymatique, il est difficile
de séparer le derme de 1'épiderme convenablement. Ainsi, les cellules langerin* détectées
pourraient étre des CL épidermiques, présentes au sein des fragments d’épiderme mal
séparés du derme (Angel et al., 2006). D’autre part, 1'origine du prélevement de peau (sein
versus abdomen) pourrait également expliquer cette divergence. Par ailleurs, Angel et coll.
établissent que les DDC expriment fortement CCR7 et migrent en réponse a CCL19 et
CCL21. Au contraire, les DDC que nous avons isolées, n’expriment pas CCR7 mais

seulement CCR1, CCR2, CCR5, CXCR1 et CXCR4 (Figure 3 supplémentaire).

Comme observé précédemment, dans la littérature, deux techniques différentes sont
retrouvées pour isoler les DDC. La premiere consiste a utiliser des cellules ayant émigré
d’explants de derme (Lenz et al., 1993; Nestle et al., 1993; Furio et al., 2005), tandis que la
seconde étudie les DDC isolées apres digestion enzymatique du derme (Meunier et al., 1993).
Des divergences apparaissent donc selon la technique utilisée. Par exemple, les DDC isolées
par migration d’explants dermiques présentent une expression plus forte des marqueurs de

maturation CD40, CD80, CD83 et CD86 contrairement aux DDC isolées par digestion du

derme (nos résultats Figure 4 supplémentaire et (McLellan et al., 1998; Furio et al., 2005)).
Ainsi les DDC se seraient activées spontanément lors de leur migration. Cependant, bien
qu’induisant une certaine activation des DDC, la technique utilisant des cellules migrantes a
partir d’explants de derme prévient l'isolement de macrophages dermiques (Gonzalez-

Ramos et al., 1996, Meunier et al., 1993).

b.2. Distinction avec les macrophages

Chez 'homme, peu de marqueurs spécifiques sont disponibles pour distinguer
clairement en cytométrie en flux ou par immuno-histochimie les macrophages dermiques
des DDC. DC-SIGN, préalablement identifié comme récepteur spécifique des DC
interstitielles (Geijtenbeek et al., 2000), est également exprimé par différentes populations de

macrophages humains (Soilleux et al., 2002; Granelli-Piperno et al., 2005). L’expression de
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CD36 a également été décrite a la fois sur les macrophages dermiques (Gonzalez-Ramos et
al., 1996) et sur les DDC (Nestle et al., 1998; Furio et al., 2005).

Comment distinguer clairement les DDC des macrophages dermiques ? Nous avons,
comme précédemment expliqué, isolé les DDC wvia leur expression de CDlc. Plusieurs
résultats distincts ont permis de clairement établir que les cellules ainsi isolées ne sont pas
des macrophages mais des DDC: absence de phagolysosomes, présence de toutes les
caractéristiques morphologiques des DDC, faible endocytose d’Ac-LDL. Nos travaux sont en
accord avec les travaux de L. Meunier et A. Gonzalez-Ramos, qui avaient précédemment
défini dans le derme cette population de DDC CD1lc* CDIc* et la population de
macrophages CD11cfk et CD1c.

L’étude de l'expression des récepteurs scavengers a révélé que les DDC n’expriment pas
MARCO, contrairement aux macrophages. Cette expression spécifique est tres intéressante,
puisque MARCO pourrait alors étre utilisé comme marqueur spécifique des macrophages.
Ce résultat devrait toutefois étre confirmé par l'utilisation d’un anticorps humain anti-
MARCO, a la fois par cytométrie en flux sur les DDC et sur la population dermique totale et

par immuno-marquages sur coupes de peau, en double marquage avec CD1c par exemple.

c. Viabilité en culture
Les cellules dendritiques humaines primaires sont difficiles a cultiver. Nous avons
étudié la viabilité des DDC fraichement isolées en culture afin de pouvoir réaliser diverses
expériences nécessitant une mise en culture (activation et culture lymphocytaire mixte). Les

résultats sont présentés dans la figure 5 supplémentaire. La viabilit¢ des DDC décroit

rapidement pour passer de 74,9% =+ 8,8 apres purification a 34,7% =+ 3,1 a 24 heures de
culture. Nous avons alors tenté d’améliorer cette faible viabilité par I’addition de cytokines

(Figure 5a supplémentaire). En effet, certaines cytokines utilisées pour la génération in vitro

de DC telles que le GM-CSF ont été décrites pour leur capacité a induire la différenciation et
la survie des DC du sang périphérique par exemple (Markowicz and Engleman, 1990).
Cependant, quelque soit la cytokine ou la combinaison de cytokines utilisée, aucune
amélioration de la viabilité n’a été détectée. De méme, la culture réalisée en présence de
fibroblastes dans le compartiment apical d'un insert de type transwell, ne modifie pas cette
faible survie, indiquant que les DDC nécessiteraient pour survivre un contact direct avec
leur environnement dermique. Les ligands de TLR n’ont également aucune influence sur la

viabilité des DDC (Figure 5b supplémentaire). En effet, certains ligands de TLR pourraient
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modifier la survie, comme il a été démontré pour les pDC isolées de sang périphérique, qui
activées par l'imiquimod, présentent une survie augmentée par rapport aux pDC non
traitées (Gibson et al., 2002).

Quels facteurs ou combinaisons de facteurs permettent de maintenir les DDC
fraichement isolées de derme humain en culture ? En déterminant la voie d’apoptose activée
lors de la purification des DDC, nous pourrions envisager de bloquer cette voie et ainsi
d’améliorer la survie des DDC fraichement isolées. Nous pourrions, en particulier, étudier
les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, puisqu’il a été démontré que Bcl-2 régulerait la survie
des DC murines et que l’activation par certains TLR induirait une surexpression de ces

protéines et ainsi une amélioration de la survie (Hou and Van Parijs, 2004).

3. Expression des TLR par les cellules dendritiques cutanées
Quand nous avons réalisé ce travail, aucune étude ne relatait I’expression des TLR par
les DC cutanées. Dans ce travail, nous avons recherché 1’expression par PCR quantitative des
ARNm des CL et DDC fraichement isolées de peau humaine, peu d’anticorps anti-TLR

humains étant disponibles.

a. Expression des TLR par les cellules de Langerhans

Nous avons démontré, dans cette étude, que les CL expriment les ARNm de TLRI,
TLR2, TLR3, TLR5, TLR6 et TLR10. Trois études, publiées aujourd’hui, décrivent I'expression
d’ARNm des TLR mais une seule détaille leur expression par les CL ex vivo (van der Aar et
al., 2007). Les deux autres études ont utilisé des CL générées in vitro a partir de monocytes
(Takeuchi et al., 2003), ou a partir de précurseurs hématopoiétiques CD34* (Renn et al., 2006).
Tous ces travaux confirment que les CL n’expriment pas TLR4 et ne répondent pas au LPS,
ligand de TLR4. Par contre, les résultats divergent quant a I'expression de TLR?. En effet, les
travaux de I'équipe de M. Teunissen et C. Renn révelent que les CL expriment TLR7 (Renn et
al., 2006; van der Aar et al., 2007). Dans notre étude, nous n’avons pas détecté d’ARNm de
TLR7 chez les CL et de plus nous avons démontré qu’elles ne répondent pas a l’activation
par des ligands de TLR7/8, Imiquimod et R848. De plus, nous avons confirmé ce résultat par
I'étude de l'expression de TLR7, par RT-PCR classique, par des précurseurs de CL CD34*
triés au sixieme jour de culture puis cultivés en milieu additionné de GM-CSF et TGF-31.
Ainsi, les différences entre nos résultats et ceux de la littérature semblent étre liés

principalement a la source de CL utilisée. Les CL générées in vitro, que ce soit a partir des
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monocytes ou a partir de précurseurs CD34*, ne modélisent alors peut-étre pas les CL
humaines de maniere si appropriée. Mais surtout, la contamination de la culture de
progéniteurs hématopoiétiques par une population non différenciée peut modifier les
résultats de PCR quantitative.

Afin de compléter I'expression des TLR par les CL, nous pourrons, dans un premier
temps, confirmer l'expression retrouvée par ARNm en utilisant des anticorps spécifiques
humains nouvellement commercialisés et contrdlés sur des cellules transfectées. Puis, afin de
vérifier leur fonctionnalité, nous pourrons établir la réponse des CL a l’activation par des
ligands des TLR, que nous n’avions pas utilisé dans ce travail, tel que la flagelline pour

TLR5.

b. Expression des TLR par les cellules dendritiques dermiques

Une seule étude détaille I'expression des TLR par les DDC isolées de peau humaine.
Cette étude démontre que les DDC exprimeraient tous les TLR exceptés TLR9 et TLR10 (van
der Aar et al., 2007). Nos résultats, au contraire, démontrent que les DDC expriment TLR1, 2,
4, 6 et TLR3 et TLR8. Malheureusement, nous avons étudié uniquement I'expression des TLR
sur la population dermique HLA-DR positive totale, bien que celle-ci contienne a la fois des
DDC et des HDMEC. Nous n’avons été en mesure de déterminer I'expression des ARNm des
TLR sur la population de DDC HLA-DRfe CD1c*. En effet, 'extraction des DDC pour les
études de PCR quantitatives nécessite des quantités importantes de cellules et notre
accessibilité aux prélevements (une fois par semaine) a limité notre étude. Par ailleurs, nous
n‘avons pu compléter et valider ces résultats par PCR quantitative sur les DDC CD1c*
purifiées suite a la fermeture prématurée des laboratoires Schering Plough. Cependant, nos
résultats ont démontré de maniere tres intéressante que les DDC, contrairement aux CL,
exprimeraient TLR8. Nous avons confirmé cette donnée concernant I'expression de TLR8 par
RT-PCR classique en utilisant des DC générées in vitro a partir de précurseurs CD34* triés au
sixieme jours de culture puis cultivés séparément soit en GM-CSF et IL-4 soit en GM-CSF et
TGF-B1, de maniéere a obtenir isolément des DC interstitielles et des CL.

Afin de compléter ce travail, nous pourrons dans un premier temps, réaliser de
nouvelles PCR quantitatives sur les DDC HLA-DRe CD1c*, puis confirmer 1’expression des
TLR par des marquages en cytométrie en flux en utilisant des anticorps anti-TLR humains,
nouvellement commercialisés. Enfin, comme pour les CL, nous pourrons établir I'expression

de TLR fonctionnels en évaluant la réponse des DDC a I'activation par des ligands des TLR.
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Nous avons déja entrepris quelques expériences utilisant R848, PGN, Poly(IC) et zymozan en
culture avec des DDC pendant 24 heures. Aucune activation phénotypique n’a été détectee
en cytométrie en flux. Cependant, nous avons analysé la production de cytokines IL-6, IL-10
et TNF-o. De maniere intéressante, nous avons montré que les DDC sécretent de fort taux
d’IL-6 et de TNF-o en réponse au Poly(IC), et qu'elles produisent fortement de I'IL-10 en
réponse au PGN, comme les CL. Néanmoins, I'activation par le PGN induit également, bien
que plus faiblement, la production d’IL-6. Par ailleurs, I'activation par zymozan induit
également une forte production d’IL-10, comme précédemment démontré chez la souris (Qi
et al.,, 2003). L’analyse de la production d’IFNy et d’IL-12 permettra de mieux comprendre

I’orientation de la réponse immune induite par les DDC.

De maniere intéressante, en milieu seul, les DDC sécretent déja des taux de cytokines
assez élevés. Cette observation ajoutée a la faible survie des DDC en culture suggere que
sorties de leur environnement, elles s’activent fortement spontanément. La digestion
enzymatique utilisée pour réaliser la suspension dermique ainsi que la purification
magnétique ont probablement induit un processus d’activation cellulaire ; la purification
magnétique des CL par CDla induit, par exemple, une légere activation de celles-ci

(surexpression de CD83) (nos observations et (Tchou et al., 2003)).

4. Expression des TLR par les cellules cutanées non immunitaires
a. Expression des TLR par les kératinocytes

Les TLR peuvent étre exprimés par des cellules n’appartenant pas au systeme
immunitaire. En effet, la littérature a décrit ’expression des TLR sur les kératinocytes et les
cellules épithéliales, entre autres. Ainsi, la récente étude de Lebre et coll. démontrent que des
kératinocytes primaires humains expriment constitutivement tous les TLR exceptés TLR7 et
TLRS8 (Lebre et al., 2007). D’autres travaux plus anciens ont également démontré que les
kératinocytes, de prépuce en particulier, expriment TLR2 et TLR4 (Kawai et al., 2002; Song et
al.,, 2002). Nous avons confirmé cette expression de TLR2 et TLR4, et avons établi également
que les kératinocytes humains expriment TLR1, 3, 5, 7 et 10. La différence d’expression
retrouvée entre nos travaux et ceux de Lebre et coll.,, notamment sur TLR6, 7 et 9, est sans
doute liée a I'origine des kératinocytes utilisés. En effet, nous avons utilisé des kératinocytes
supra-basaux fraichement isolés de peau humaine, tandis que Lebre et coll. ont utilisé des

kératinocytes humains primaires apres culture. En effet, les kératinocytes en culture sont
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dans un état prolifératif et relativement peu différencié¢, comparable strictement a l’assise
basale. Il serait alors intéressant d’évaluer le profil des TLR exprimé par les kératinocytes en
fonction de leur stade de différenciation, par exemple, en isolant des kératinocytes de
différentes couches épidermiques (basale, supra-basale, spineuse, granuleuse). Nous
pourrions également réaliser in vitro des cultures de kératinocytes a différents stades de
maturation par abaissement de la concentration en sérum de veau et par augmentation de la
concentration calcique : ainsi les kératinocytes se différencieront puis stratifieront avant de

réaliser une différenciation kératinisée terminale par passage en milieu émergé.

b. Expression des TLR par les cellules endothéliales dermiques

Puisque nous avons évalué I'expression des TLR sur la population HLA-DR positive
totale, nous nous sommes intéressé a I'expression des TLR par les cellules endothéliales
dermiques. A I'heure actuelle, peu de données sont disponibles sur 1’expression des TLR par
les cellules endothéliales et plus particulierement par les HDMEC. La majorité des travaux
concernent les HUVEC ou des HDMEC immortalisées. Les HDMEC immortalisées
expriment les ARNm de TLR1, 3, 4, et 5 et fortement TLR6 (Faure et al., 2000; Bulut et al.,
2001). Au niveau protéique, 1'expression de TLR4 est majoritaire alors que TLR2 n’est pas
exprimé (Faure et al., 2000) et 'expression de ces deux TLR est augmentée apres stimulation
des HDMEC par le LPS, le TNF-o ou I'I[FNY (Faure et al., 2001). Par ailleurs, 1'équipe de M.
Maaser a montré que les HDMEC expriment constitutivement TLR5 tout comme les cellules
endothéliales microvasculaires intestinales et les HUVEC (Maaser et al., 2004). La détection
de la flagelline de bactéries pathogenes ayant pénétré la muqueuse intestinale par le TLRS5,
induirait une augmentation des molécules d’adhésion telles que ICAM-1, ce qui favoriserait
la transmigration des leucocytes dans la lamina propria (Maaser et al., 2004). L’expression des
autres TLR est peu décrite. Il a été démontré que les HUVEC n’expriment ni les ARNm de
TLR7 ni ceux de TLRS8 et faiblement I’ARNm de TLR3, dont I’expression est augmentée sous
I'effet de I'IFNa et de Poly (I:C) (Tissari et al., 2005).

Nous pourrions trier, par cytométrie en flux, les HDMEC de la population dermique
HLA-DR¢, en utilisant un marqueur spécifique de cette population tel que CD31 ou CD34 et
ainsi étudier de fagon spécifique 1'expression des TLR par les HDMEC. Puis, nous pourrions
examiner la modulation des molécules d’adhésion, molécules intervenant dans
I'extravasation et la transmigration des leucocytes a travers les endothéliums, induite par

des ligands des TLR. Dans un modele in vitro d’endothélium reconstruit (monocouche de
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cellules endothéliales sur une membrane de porosité 5 um), la migration de monocytes et la

transmigration de DC pourraient étre évaluées selon I’activation de I’endothélium.

5. Expression des récepteurs cytosoliques RLR et NLR

Nous avons démontré dans l’article 1, de maniere tres surprenante, que la réponse des
CL au PGN induit la production d’'II-10 tandis que l'activation par LTA, autre ligand de
TLR2, n’en induit pas. L’activation des CL par PGN pourrait étre médiée par un autre
récepteur que TLR2. En effet, les récepteurs cytosoliques NOD1 et NOD2 reconnaissent des
structures spécifiques dérivés du PGN (Girardin et al., 2003a; Girardin et al., 2003b). Jusqu'a
ce jour, l'expression de NOD1 et NOD2 a été uniquement définie sur des DC dérivées de
monocytes (Tada et al, 2005). D’autres récepteurs cytosoliques, impliqués dans la
reconnaissance d’ARN viraux ont été décrits ces dernieres années. RIG-I et MDA-5 semblent
essentiels pour la reconnaissance d’ARN double brin mais également pour certains ARN
simples brins présentant des groupement 5'-triphosphate non-cappés (Hornung et al., 2006;
Kato et al., 2006). Leur expression semble ubiquitaire. Les DC cutanées expriment-elles les
récepteurs NOD, RIG-I et MDA-5 ? Il serait en effet intéressant de déterminer I'expression de
ces nouveaux récepteurs cytosoliques sur les CL et les DDC par PCR (RT-PCR classique et
quantitative) dans un premier temps. Puis, nous pourrons évaluer quels récepteurs ces DC
cutanées utilisent en réponse a des ligands spécifiques. Ainsi, par des techniques d’ARN
interférences ciblant TLR2, nous pourrions visualiser la réponse des CL au PGN et ainsi
évaluer si la production d'IL-10 induite par le PGN est dépendante de la reconnaissance par
NOD1 ou NOD2. Par ailleurs, nous pourrions déterminer si la réponse au Poly(IC) est
dépendante uniquement de TLR3. Pour cela, en bloquant 'acidification des endosomes et
ainsi la voie TLR3-dépendante par la chloroquine ou la quinacrine, nous pourrions évaluer si

la réponse au Poly(IC) passe par MDA-5 (Kato et al., 2006) ou par TLR3.

6. Orientation de la réponse immunitaire
a. Coopération entre les Pattern Recognition Receptors
Il est clair aujourd’hui que la mise en place d'une réponse immunitaire passe par
I'activation de plusieurs PRR. Ainsi, de nombreuses collaborations entre PRR ont été
identifiées. Par exemple, la réponse induite par le virus atténué de la fievre jaune
impliquerait l'activation de TLR2, TLR7, TLR8 et TLR9 (Querec et al., 2006). De méme, les

récepteurs NOD agissent en synergie avec des TLR pour l'induction de réponses anti-
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bactériennes (Takada and Uehara, 2006). D’autre part, il a été récemment décrit que la
protéine de choc thermique gp96, ligand des récepteurs scavengers LOX-1 et CD36, amplifie
la réponse anti-bactérienne des DC murines (Warger et al., 2006; Yang et al., 2007). D’autre
part, lors d’une infection virale, selon le mode d’entrée du virus dans la DC (endocytose ou
fusion), différents récepteurs seront impliqués tels que les récepteurs cytosoliques RIG-I et
MDA-5, les TLR endosomaux ou les récepteurs membranaires (lectines de type C, TLR,
récepteurs scavengers...).

De nombreux ligands décrits aujourd’hui peuvent activer différents PRR. C’est le
cas du PGN et TLR2 et NOD1/NOD2, mais également du zymozan reconnu a la fois par
Dectin-1 et par TLR2. L’utilisation de tels ligands entraine donc l’activation de plusieurs
récepteurs. Quel est le motif minimum reconnu par chaque PRR? Le Curdlan a été
récemment défini comme ligand spécifique de Dectin-1 n’activant pas TLR2. Grace a ce
ligand, les études caractérisant la réponse induite par la voie de Dectin-1 sont
spécifiquement analysées (Leibundgut-Landmann et al., 2007; Meyer-Wentrup et al., 2007).
De méme, il a été récemment démontré que RIG-I détecte des ARN présentant des
groupements 5'-triphosphate non-cappés (Hornung et al., 2006; Pichlmair et al., 2006). Par
analyse protéique structurale (résonance magnétique nucléaire, spectrographie de masse ou
cristallographie), il serait intéressant de déterminer la structure de chaque ligand reconnu
par chaque PRR, puis chimiquement de synthétiser un composé structurellement analogue
aux propriétés activatrices identiques. De plus, la synthese in vitro de multiples séquences
d’acides nucléiques permettra de déceler les motifs minimaux reconnus par TLR3, TLR?,
TLR8 et TLRO.

La synergie des réponses induites par la coopération entre différents PRR est liée a la
présence de multiples ligands sur les micro-organismes pathogenes. Ainsi, I'étude de la
coopération entre PRR dans I'induction de la réponse immune par les DC devrait étre menée
sur des micro-organismes entiers, telles que des bactéries vivantes, de nombreux ligands
encore non identifiés restant a découvrir sur ces pathogenes. Plusieurs méthodes pourront
étre employées afin de déterminer les récepteurs impliqués en utilisant notamment : (i) des
anticorps bloquant spécifiquement d’un récepteur, (ii) des dominants négatifs, (iii) des ARN
interférents ou (iv) des shARN (short hairpin) qui seront probablement plus simples
d’utilisation dans les DC car tranfectés via des vecteurs viraux. Cependant, le mode de

transfection des shARN induit peut étre une activation des DC.
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b. Polarisation de la réponse lymphocytaire T CD4*

Afin de déterminer quelle réponse les DC cutanées vont induire en réponse a divers
stimuli bactériens ou viraux, nous analyserons, dans un premier temps, leur capacité a
activer des lymphocytes T CD4* naifs ainsi que l'orientation de cette réponse. Nous
cultiverons les DDC ou les CL fraichement isolées de peau humaine en présence de
lymphocytes T naifs, puis nous les activerons avec différents stimuli. Nous récolterons le
surnageant de cette culture et évaluerons l'orientation de la réponse T. Nous établirons
I'orientation en analysant le profil de cytokines sécrétées, profil des lymphocytes Th1 (IL-2,
IFNYy et TNF-o) ou des lymphocytes Th2 (IL-4, 6, 10). Nous évaluerons de plus la production
de cytokines impliquée dans ’orientation des lymphocytes Th17, c’est-a-dire I'IL-23, IL-17 et
I'[L-21. Ainsi, I'orientation de la réponse (Th1, Th2 ou Th17) induite par les DDC versus les
CL, en réponse a divers stimuli (composés bactériens, composés viraux, micro-organismes

vivants entiers,...) sera déterminée.

c. Activation des lymphocytes T cytotoxiques

Les travaux de Bevan et coll. ont démontré que l'activation de lymphocytes T
cytotoxiques (CTL) se produisait in vivo, chez la souris, aprés présentation d’antigenes
exogenes par le CMH de classe I (Bevan, 1976). Les DC peuvent présenter différents types
d’antigenes par cette voie, et en particulier des antigenes viraux ou tumoraux. Récemment, il
a été démontré la capacité des CL et des DDC a « cross-présenter » in vitro des antigenes
tumoraux a des lymphocytes T CD8* (Cao et al., 2007). Cette étude réalisée sur des CL et des
DDC générées in vitro a partir de précurseurs CD34* atteste de la capacité des deux
populations de DC cutanées a présenter des antigenes a des LT CD8*. Chez la souris, au
contraire, Le Borgne et coll. démontrent qu’apres immunisation de la peau par un haptene
(2,4-dinitro-1-fluorobenzene), I'activation des CTL est réalisée par des DC nouvellement
recrutées, dérivées de monocytes du sang (Le Borgne et al, 2006). Il serait alors tres
intéressant d’analyser 1'efficacité de la présentation croisée par les CL et les DDC humaines
fraichement isolées de peau et ainsi déterminer si elles présentent des capacités différentes a

activer des CTL.
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d. Réle des cellules de I’environnement cutané dans l’orientation de
la réponse immunitaire

Le rdle potentiel des cellules des tissus de revétement dans 1'induction de la réponse
immune a été mis en évidence par Sato et coll., qui ont démontré que la réponse anti-virale
envers HSV2 requiert la reconnaissance virale par les DC mais également par les cellules
épithéliales vaginales murines (Sato and Iwasaki, 2004). Par ailleurs, dans la muqueuse
intestinale, les cellules épithéliales, exposées a des bactéries, activent indirectement les DC et
orientent la réponse immunitaire (Rimoldi et al., 2005). Néanmoins, les récents travaux de
I'équipe de C. Reis e Sousa ont montré que, dans un modele murin de peau, I’activation des
cellules stromales par le LPS n’est pas suffisant pour induire I'activation des DC (Nolte et
al., 2007).

Quel role jouent les kératinocytes et les fibroblastes de la peau humaine dans
I'initiation de la réponse immunitaire cutanée ? L’expression de TLR4 en I’occurrence, absent
des CL, permettrait la reconnaissance des bactéries Gram-. Ainsi l'activation des
kératinocytes induit la sécrétion de cytokines inflammatoires, telles que le TNF-o. permettant
I’activation indirecte des CL (Kock et al., 1990). D’autre part, une étude récente a montré que
les surnageants de culture de kératinocytes murins activés par CpG via TLRY induisent
I’activation de CL isolées ex vivo et ainsi leur capacité a activer des LT CD4* (Sugita et al.,
2007). En conséquence, 1'étude du role de cellules non hématopoiétiques dans l'initiation de
la réponse immunitaire cutanée est indispensable pour appréhender le role des CL et des
DDC humaines dans I'immunité cutanée.

Ainsi, nous pourrions activer des kératinocytes ou des fibroblastes primaires humains
par différents stimuli bactériens ou viraux. D"une part, nous pourrions analyser les cytokines
sécrétées par ELISA, via des puces a cytokines/chimiokines ou par cytométrie en flux. Puis
ces surnageants de culture seraient utilisés pour activer indirectement les DC cutanées et
ainsi étudier les cytokines produites et la réponse lymphocytaire T CD4* induite. En
comparant cette réponse avec celle générée par l'activation directe des DDC et CL, la

modulation de la réponse immunitaire par les facteurs environnementaux sera appréciée.

7. Role des CL et des DDC dans I'immunité cutanée
Comme nous l"avons montré dans notre travail, les CL et les DDC expriment un profil
de PRR distincts. En effet, les CL expriment la langerin et TLR1, TLR2, TLR6, TLR10 et TLR3.

Les DDC, au contraire, expriment MMR, DC-SIGN, Dectin-1, des récepteurs scavengers, et
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TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TLR10 et TLR3 et TLR8. De manieére tres intéressante, il semble
que, suivant leur profil de PRR, les CL et les DDC aient un role complémentaire dans
I'immunité cutanée. En effet, 'absence de TLR4 chez les CL pourrait étre contre-balancée par
I'expression de TLR4 par les DDC, permettant ainsi une réponse cutanée envers les bactéries
Gram'. De méme, I'expression différentielle de TLR8 indique que les DDC joueraient un role

différent de celui des CL dans I'immunité anti-virale.

Le role des DDC et des CL a été principalement étudié in vivo chez la souris. La mise
au point de modeles de souris Langerin-DTR, ou les CL sont spécifiquement délétées, sans
induction d’inflammation cutanée, a permis d’examiner le role individuel des CL et des
DDC dans I'immunité cutanée. Ainsi dans de tels modeles, les réactions d’hypersensibilité
de contact se produisent toujours malgré la disparition des CL, indiquant alors qu’elles ne
joueraient pas de role contrairement aux DDC (Bennett et al., 2005; Kissenpfennig et al.,
2005). D’autre part, dans l'infection par HSV, ce sont les DC du chorion du vagin qui sont
responsables de l'activation des LT CD4* (Zhao et al., 2003). Enfin, Allan et coll. ont
récemment établi que les DC cutanées ne serviraient que de transporteurs d’antigenes, et que
ce serait uniquement les DC des ganglions lymphatiques qui activeraient la réponse T (Allan
et al.,, 2006). Ces travaux tres intéressants contestent le role important des CL dans l'initiation
de la réponse immunitaire. Néanmoins, avant de modifier completement notre vision du
role des CL dans I'immunité, il faut faire attention a l'interprétation de ces études in vivo. En
effet, la voie d’inoculation (épiderme ou derme) pourrait induire l'activation préférentielle
d’un type de DC. Par ailleurs, la durée suivant I'inoculation de I’antigene est tres importante
puisque Kissenpfenning et coll. ont montré que les CL migrent lentement vers les ganglions
(72 heures post-immunisation), tandis que les DDC les atteignent des 24 heures
(Kissenpfennig et al., 2005). L’observation a des temps trop précoces masquerait le potentiel
role des CL. Enfin, comme précédemment évoqué, il ne faut pas omettre I'environnement
tissulaire et son potentiel role dans l'activation des DC cutanées. En effet, les résultats
obtenus peuvent étre différents selon la localisation (peau versus muqueuse vaginale),
notamment suivant les conséquences d’une possible activation des kératinocytes ou des

cellules épithéliales.

Nous pourrions évaluer le role des CL par rapport a celui des DDC dans un modele in

vitro de peau reconstruite intégrant spécifiquement une seule ou les deux populations de
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DC. Ainsi, nous pourrions par vidéo-microscopie suivre la migration des DC en réponse a
différents stimuli. Puis, en récoltant les cellules ayant migré dans le compartiment basal,
l'orientation de la réponse T serait examiné€e. Ainsi, nous pourrions analyser le role des CL et
des DDC chez I'homme dans l'initiation de la réponse anti-VIH suivant 1’administration
d’un vaccin anti-VIH par voie intradermique, tel que le vaccin actuellement testé en essai

clinique de phase II par I’Agence Nationale de Recherche sur le SIDA.

La détermination du rdle des DC de la peau dans la réponse immunitaire cutanée
implique une multitude de facteurs strictement dépendants des DC et d’autres indépendants
qui sont liés a la fois aux facteurs et cellules environnementales mais également aux
pathogenes et a leur mode d’infection. En conséquence, la connaissance des PRR et de leur
expression par les différentes cellules de la peau, ainsi que la réponse induite selon les
stimuli permettra de développer notamment des vaccins activant le plus efficacement

I'immunité cutanée.
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2. ARTICLE 3: EARLY EVENTS IN HIV TRANSMISSION THROUGH A VAGINAL

MUCOSA

Bouschbacher Marielle, Bomsel Morgane, Verronese Estelle, Gofflo Sandrine, Ganor
Yonatan, Dezutter-Dambuyant Colette et Valladeau Jenny

Resoumis a AIDS apres révision

A. Présentation de l'article

Le passage du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) a travers les muqueuses
génitales représente la voie principale de contagion et de propagation de la pandémie du
SIDA. Des progres indéniables dans la compréhension des mécanismes d’interaction du VIH
avec les muqueuses exposées ont été accomplis ces dernieres années. L’étude de I'infection
sur des modeles animaux, notamment chez le singe, a permis de réaliser une description
histologique détaillée des phases précoces de la propagation virale et des cellules
potentiellement impliquées. Plusieurs mécanismes de transmission du VIH a travers les
mugqueuses ont été proposés : (i) détérioration de I'intégrité de la muqueuse, (ii) infection des
cellules épithéliales, (iii) passage wvia les cellules épithéliales par un mécanisme de
transcytose, (iv) transmigration de cellules infectées et (v) implication de cellules
immunitaires telles que des CL ou des lymphocytes T. Aujourd’hui, en dépit des nombreux
travaux reéalisés, le mécanisme précis par lequel le VIH traverse les muqueuses génitales

pluristratifiées et est disséminé reste encore a déterminer.

L’objectif de ce travail a donc été de déterminer quel est, ou quels sont ces
meécanismes ? Nous avons notamment axé notre travail sur le role précis des CL de
I'épithélium vaginal dans le passage du VIH. Nous avons également cherché a déterminer si
le phénomene de transcytose, observé au niveau des muqueuses monostratifiées intestinales,
existe au sein de la muqueuse vaginale pluristratifiée. Pour cela, nous nous sommes attachés
a développer un modele de muqueuse vaginale reproduisant le plus physiologiquement
possible l'organisation naturelle du vagin humain normal. En effet, lorsque nous avons
débuté ce travail, aucun modele existant ne rendait compte précisément de la structure de la
muqueuse génitale pluristratifiée. Dans un premier temps, notre équipe a modélis¢ un

chorion équivalent en utilisant le modele de lattice de collagene de Bell (Dumont et al., 2004).
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Cette lattice a rétraction libre integre des fibroblastes issus de vagin humain au sein d"une
matrice de collagene de type I. Les fibroblastes induisent la rétraction du collagene et ainsi la
formation d'un chorion équivalent (Bell et al., 1979). Ce modele a été utilisé pour étudier
l'effet de I'environnement tissulaire sur la différenciation et la maturation des DC ainsi que
leur susceptibilité a l'infection par le VIH (Dumont et al.,, 2004). Par la suite, nous avons
développé un modele complet de muqueuse vaginale reconstruite (épithélium et lamina
propria), présenté ici, a partir de fibroblastes humains et de cellules épithéliales humaines
isolées respectivement de prépuce et de vagin. De plus, dans le but d’étudier le rdle des CL
dans la transmission du VIH, nous avons intégré des précurseurs CD34* de CL a 6 jours de
culture, qui au sein de I'environnement épithélial achevent leur différenciation pour former
des CL. Avant d’utiliser ce modele pour des études sur le passage du VIH, nous avons
controlé son intégrité et sa cohésion par la mesure de TEER (Résistance Electrique Trans-
Epithéliale) et du passage de solutés et des observations en microscopie électronique. Dans
nos observations en microscopie électronique, nous avons détecté la présence de jonctions
serrées. Nous avons alors recherché 1'expression des protéines des jonctions serrées dans
I'épithélium vaginal normal et démontré pour la premiere fois que les cellules épithéliales
vaginales expriment des protéines des jonctions serrées. Par ailleurs, nous avons établi que
les CL expriment également des protéines des jonctions serrées, en particulier Claudin-1 et
Z0O-1, leur permettant d’interagir avec les cellules épithéliales ou kératinocytes de leur

environnement.

Afin de déterminer les mécanismes de la transmission du VIH a travers le vagin, nous
avons infecté les muqueuses reconstruites intégrant ou non des CL avec des cellules
mononucléées infectées par deux souches virales d’isolats primaires de tropisme R5 et X4.
Au bout de 4 heures d’incubation, nous avons analysé les surnageants des milieux basaux
afin de déterminer le possible passage de particules virales infectieuses relarguées par les
cellules mononuclées infectées. Nous avons établi qu’aucune particule virale infectieuse
n’est détectée et que la présence de CL ne modifie pas ce passage. Ce travail montre donc
qu’il n'y a pas de passage intracellulaire ou intercellulaire de particules virales libres a
travers la muqueuse vaginale pluristratifiée. De plus, les CL ne semblent jouer aucun role a

cette étape de l'infection.
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Abstract

Objective: The early steps of HIV entry into intact vaginal mucosa still need to be
clarified. Here we investigated how HIV translocated across the vaginal pluristratified
epithelium, either by transcytosis or by uptake in Langerhans cells (LC).

Methods: Using human primary fibroblasts and vaginal epithelial cells, we developed
an in vitro model of vaginal mucosa in which LC could also be integrated. Due to the
absence of T lymphocytes and macrophages, we specifically studied the role of LC in
HIV transmission and the transcytosis of cell-associated HIV.

Results: Our model has a normal mucosal tissue architecture and LC were efficiently
integrated within the pluristratified epithelium. In addition, tight junction (TJ) proteins’
expression, high transepithelium resistance and low FITC-BSA passage confirmed the
integrity and impermeability of the reconstruction. Furthermore, we showed that human
LC also expressed TJ proteins. Then, we demonstrated that neither transcellular nor
intercellular transport of free infectious virus released by R5 or X4-infected PBMC
inoculated apically occured in the vaginal mucosa, irrespective to the presence of LC.
Conclusions: For the first time, we documented that, within 4 hours following contact
with HIV-infected cells, translocation of free HIV particles across a pluristratified
mucosa is not detectable and that, in this context, it seemed that LC do not increase HIV
transmission. Moreover, we provided a useful model for the development of strategies
preventing HIV entry into the female genital tract, especially for testing the efficiency

of various microbicides.
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Introduction

The genital tract is the main route of natural infection for HIV. Understanding the
mechanisms of how HIV is transmitted is crucial for the development of effective
strategies designed to prevent HIV infection and pandemic. In the initial phase of sexual
transmission, virus crosses mucosal epithelium and is spread to proximal lymphoid
organs where a permanent infection is established (reviewed in [1]).

Multiple hypothesis have been proposed for HIV transmission : disruption of the
integrity of the mucosa [2, 3], direct infection of epithelial cells [4], transcytosis across
epithelial cells [5], or virus uptake and/or infection of immune cells [6]. Several studies
have demonstrated that virus transcytosis occurs within the first 2 hours of HIV
infection using monostratified intestinal epithelial cells [7, 8]. By contrast, ex vivo
genital mucosa organ cultures showed that cervix epithelial cells are not susceptible to
infection and do not transcytose virions, and that transmission is mediated by immune
cells [9, 10]. Indeed, in female rhesus monkeys, Langerhans cells (LC), resident
immature dendritic cells (DC) located within the epidermis and the epithelia of various
mucosa, have been shown to be infected following non-traumatic intravaginal exposure
to SIV [11]. Zhang et al. also demonstrated that activated and resting CD4" T cells were
predominantly infected [12]. Similarly, human studies using mucosal ex vivo explants
have implicated sub-mucosal CD4" T cells [13], LC [6, 9, 14] or both cell types [15].
Although those studies demonstrated the presence of provirus in immune cells, they did
not describe how HIV is transmitted across the vaginal mucosa then reached the

submucosal immune cells in non-traumatic conditions.

Definitive studies of the early infection steps in the human vaginal epithelium are

lacking, leading us to the investigation reported here. Indeed, it is still unknown whether



HIV is able to cross a pluristratified mucosa as a cell-free viral particle as demonstrated
in monostratified mucosa. In this context, by exposing a reconstructed vaginal mucosa
to HIV-RS5 and -X4 infected cells, we established that no translocation of free released
virus was detected within the first 4 hours following apical inoculation. Furthermore,
we demonstrated that LC are not capable of enhancing HIV passage during these initial

events.

Methods

Primary cell cultures

From the Lyon Clinical Investigation Center, according to institutional guidelines,
normal human fibroblasts and vaginal epithelial cells were obtained from foreskins and
hysterectomy vaginal biopsies, respectively. Primary fibroblast cultures were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco BRL Life
Technologies, Grand Island, NY) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf
serum (FCS, Gibco BRL), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Sigma).
Collagenase (1 mg/ml 2 hours, 37°C, Sigma) and trypsin/EDTA (overnight, 4°C)
enzymatic treatments were used to isolate vaginal epithelial cells; the cell suspension
was cultured in serum-free culture medium (KSFM, Gibco BRL) supplemented with 50
ug/ml Bovine Pituitary Extract (BPE, Gibco BRL), 5 ng/ml Epidermal Growth Factor

(EGF, Gibco BRL).

Preparation of vaginal mucosa reconstructions
Lamina propria equivalent
3.10° fibroblasts were seeded underneath a 12um porosity polycarbonate membrane

Transwell® (Corning Costar Corporation, Portsmouth, NH), then cultured for 3 weeks in



complete DMEM supplemented with 10 ng/ml EGF and 50 pg/ml vitamin C (Aguettant,
Lyon, France).

Vaginal mucosa reconstruction

5.10° vaginal epithelial cells were seeded over the lamina propria equivalent and then
cultured for 10 days in modified DMEM/ HamF12 (2:1) medium supplemented with
10% FCS (Hyclone, Logan, UT). Then, serum concentration decreased from 10% to 1%
and CaCl, (Sigma) concentration raised to 1.7mM for the 8 following days. During the
last 2 days, reconstructions were elevated at the air-liquid interface to improve

stratification and differentiation.

Langerhans cells’ generation and isolation

CD34" haematopoietic progenitors, purified from cord blood by magnetic isolation
(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany), were cultured during 6 days in 200
ng/ml GM-CSF (Schering-Plough Research Institute, Kenilworth, NJ), 25 ng/ml SCF
(R&D Systems, Boston, MA), 2.5 ng/ml TNF-a (R&D Systems) and 0.5 ng/ml TGF-
(R&D Systems). 2.10° LC precursors were seeded on the vaginal reconstructions. For
confocal microscopy analysis, LC precursors were labeled with Orange Cell Tracker
CMTMR (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) before seeding. Fresh LC

isolated from human skin were obtained and characterized as previously described [16].

Immunohistochemistry analysis and flow cytometry
Normal human vagina and vaginal reconstructions were embedded in Histowax®
paraffin according to the manufacter’s procedure (Intertiles, Brussels, Belgium).

Indirect immunohistochemistry stainings were performed on 6 pm sections with a

streptavidin-biotin-peroxidase assay (LSAB2 Kit, Dako, Glostrup, Denmark). Negative



controls were conducted using unrelated isotype-matched mouse immunoglobulins.
Counterstaining was carried out with Hematoxylin. Antibodies used were the following:
anti-cytokeratin 13 (CBL176, Cymbus Biotechnologies, Chandlers Ford, Hants, UK),
anti-involucrin (NCL-INV, Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK), anti-Collagen IV
(COL-94, Sigma), anti-Claudin 1 (2H10D10, Zymed, San Francisco, CA), anti-Claudin
4 (3E2C1, Zymed), anti-ZO-1 (ZO1-1A12, Zymed), anti-Occludin (OC-3F10, Zymed),
anti-CD45 (2D1, BD Biosciences, San Jose, CA), and anti-loricrin (rabbit polyclonal,
Babco, Richmond, CA). Same antibodies were used for intracellular stainings by flow

cytometry analysis as previously described [17].

Ultrastructural observation by transmission electron microscopy

Vaginal mucosa reconstructions were fixed in 2% glutaraldehyde in cacodylate buffer at
4°C for at least 3 days then postfixed for 1 hr with 1% osmium tetroxide in cacodylate
buffer with sucrose. After dehydration, they were embedded in epoxy medium.
Ultrathin sections were analyzed on a JEOL 1200 EX electron microscope at 80kV

accelerating voltage (Centre des Microstructures, Villeurbanne, France).

TransEpithelial Electrical Resistance (TEER) and FITC-BSA transmission

TEER was measured with a potentiometer accordingly to the manufacter’s guidelines
(MilliCell, Millipore, Molsheim, France). FITC-BSA passage was evaluated as
followed: 100 ul of FITC-BSA (2 mg/ml; Molecular Probes) were added to the apical
chamber of vaginal reconstructions. After 4 hours of incubation at 37°C, FITC-BSA
was removed, basal media were harvested, and then analyzed on a spectrofluorimeter

(SpectraMax M5, Molecular Device, Sunnyvale, CA).



RT-PCR

Total RNA was extracted from freshly isolated epidermal LC, human vaginal epithelial
cells and foreskin keratinocytes. Total RNA was extracted using Absolutely RNA
Microprep Kit (Stratagene, La Jolla, CA) then mRNA was reverse-transcribed to cDNA
using Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI). For PCR amplification
with Taq DNA polymerase (Promega), primers used are detailed in (Table 1). The
cycling parameters were as follows: 40 sec 94°C/ 1 min 94°C, 1 min 55°C, 2 min 72°C

for a total of 35 cycles.

Virus and PBMC infection

We used the primary isolates 92BR025 (Non Syncitium Inducing, RS5) and 91US054
(Syncitium Inducing, X4) obtained from the NIH AIDS Research and Reagent
Reference Program. PBMC were stimulated with PHA (1 pg/ml; Sigma) and IL-2 (0.5
ng/ml; Roche, Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN), and PBMC infection
was carried out as previously described [18]. HIV-infected PBMC were harvested at the
optimal virus released day. The amount of virus produced by PBMC (revealed by HIV
p24 Ag concentration) in 4 hours was 2.6 ng/ml for 92BR025 and 9 ng/ml for 91US054
and % of infected-PBMC were 2 to 2.5% (p24 positive cells) with 92BR025 and 1.75 to

1.93% for 91US054.

HIV transmission across vaginal mucosa reconstructions

Reconstructions were exposed to 1.10° HIV infected PBMC. After 4 hours of
incubation, the inoculum was removed, then basal media were harvested and
centrifuged. Supernatants and cell pellets were used either for direct quantification of

HIV p24 Ag by ELISA (Innotest HIV Antigen mAb, Innogenetics N.V., Gent, Belgium,;



detection limit 10 pg/ml) or added to PHA/IL-2 stimulated indicator PBMC for a
secondary-co-culture. Those co-cultures supernatants were harvested on day 4, 5 and 7,

and analyzed for HIV p24 Ag.

Confocal microscopy

Vaginal mucosa reconstructions containing CMTMR labeled LC alone or inoculated
with HIV-infected PBMC labeled with Green Cell Tracker CMFDA (Molecular Probes)
were fixed for 40 minutes with 4% formaldehyde after 4 hours of infection. Samples
were labeled with DAPI (Molecular Probes), mounted using Vectashield (Vector
Laboratories, Orton Southgate, Peterborough, UK), then analyzed using a Leica TCS

SP2 (Centre Commun de Quantimétrie, Lyon, France).

Results

Vaginal mucosa reconstructions and normal human vagina present similar
architecture

To evaluate the initial events in HIV entry through the human female genital tract, we
developed an in vitro 3D model of vaginal mucosa using primary human vaginal
epithelial cells and fibroblasts (Fig. 1A). Mucosa is reconstructed on a 12 um porosity
Transwell® semi-permeable membrane in order to allow cells to migrate freely within
the reconstruction. The histological organization of the reconstructed mucosa was first
evaluated by immunohistochemistry (Fig. 1B). Fibroblasts seeded underneath the
membrane, expanded, migrated and synthesized extracellular matrix on both side of the
membrane. Among neo-synthesized collagens, Collagen IV was largely found in all the
extracellular matrix and not strictly located to the epithelial-chorion membrane zone as

in skin’s reconstructions [19]. Althought reconstructed epithelium was apparently



thinner than normal human vagina, specific differentiation markers like Cytokeratin 13
and Involucrin were clearly expressed. Moreover, as expected, loricrin, a late epidermal
differentiation marker found in the skin, was absent (Fig. 1B).

In order to analyze LC role in HIV transmission, we integrated DC-precursors (obtained
from CD34" hematopoietic progenitors) in mucosa. As previously described in
reconstructed skin, terminal differentiation of CD34" precursors occurs in the
reconstructed tissue [20]. Thus, LC could be detected within the recontructed epithelium
as demonstrated by the presence of CD45" cells (Fig. 1C). However, we noted that LC
density was lower than in normal human vagina, as previously observed by Regnier ef
al. who identified fivefold fewer LC in their skin reconstructions than in normal human
epidermis [21]. Moreover, to further observe LC in vaginal reconstructions, we used LC
precursors labeled with Orange Cell Tracker CMTMR before seeding. As demonstrated
in (Fig. 1D), CMTMR-positive LC were integrated within the reconstructed vaginal

epithelium.

Tight junction proteins are expressed by both vaginal epithelial cells and
Langerhans cells

Cell-cell adhesion within stratified epithelium is mediated by adherens junctions and
desmosomes. As expected, reconstructed vagina similarly to normal human vagina
expressed E-Cadherin, a typical protein of the cell junctional complexe (Fig. 2A).
However, Tight Junctions (TJ) have been previously described as a hallmark of single-
layered epithelia where they seal cells together. Although TJ were described in some
pluristratified mucosa such as in nasal one [22] or in skin [23], they have not been
detected in human vagina. TJ complexes are composed of transmembrane proteins, the

Claudin family and Occludin, and of cytoplasmic proteins such as Zonula Occludens
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proteins (ZO) [24]. In normal human vagina, immunohistochemistry revealed a strong
expression of Claudin 1 and Claudin 4 and a low expression of Occludin and ZO-1, as
observed in the vaginal mucosa reconstructions (Fig. 2A). However, Claudin-1,
Occludin and ZO-1 are not gradiently expressed in reconstructed mucosa due to the
thinner epithelium obtained. Presence of TJ complexes was confirmed by transmission
electron microscopy. Indeed, a typical TJ is observed between two neighboring cells,
numerous desmosomes beeing also present surrounding most epithelial cells (Fig. 2B).
Furthermore, we also assessed the TransEpithelial Electric Resistance (TEER) (Fig.
2C), an obvious correlation to the presence of functional proteins in the tissue. TEER of
mucosal reconstructions reaching 250 Ohms/cm? was lower than TEER of epithelial cell
monolayers [25]. Due to the presence of the corneified layer, TEER of skin
reconstructions used as positive controls were higher (530 Ohms/cm?). On the contrary,
TEER of lamina propria equivalent alone were low (123.5 Ohms/cm?) almost identical
to control TEER (data not shown). Furthermore, we noticed a significant difference
between TEER of mucosal reconstructions and mucosal reconstructions containing LC.
To further rule out the impermeability to macromolecules and to confirm the integrity of
the vaginal mucosa reconstructions, we monitored FITC-BSA passage (mean diameter 8
nm) (Fig. 2D). After 4 hours, a slight amount of FITC-BSA was measured in vaginal
mucosa reconstructions integrating or not LC. Furthermore, the presence of LC in
reconstructed mucosa decreased the amount of FITC-BSA measured after the same time
lapse. Therefore, we asked whether LC could express TJ proteins thereby interacting
with mucosal epithelial cells. For the first time, we demonstrated that freshly human
skin isolated LC expressed mRNA of Claudin 1 and ZO-1 (Fig. 3A). mRNA encoding
for TJ proteins by freshly isolated human vaginal epithelial cells and keratinocytes was

also illustrated (mRNA of Claudin 1, Claudin 4, Occludin and ZO-1). Expression of TJ
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was further detected at protein level by flow cytometry (Fig. 3B). Indirect
immunofluorescence analysis revealed that freshly isolated LC expressed ZO-1 (Fig.3C
a). Moreover ZO-1 seemed to be implicated in adhesion point with surrounding
keratinocytes, as observed by a bright ZO-1 expression at the contact zone between a

large keratinocyte, identified by phase-contrast, and a small LC (Fig. 3C b).

Neither RS nor X4 viral particles cross human vaginal mucosa in 4 hours
irrespective to the presence of Langerhans cells

Transcellular transport of virus across a pluristratified mucosa remains an open question
and its efficiency could be different for either free virions or released virions by infected
cells upon contact with the epithelium. No translocation of cell-free HIV inoculated
apically was detectable (data not shown) in agreement with Van Herrewege et al. [26]
and as already shown for monostratified epithelia [27]. We therefore inoculated
reconstructions with HIV-infected PBMC (Fig. 4A). Briefly, reconstructions were
exposed to 1.10° 92BR025 (R5-virus) or 91US054 (X4-virus) infected PBMC. After 4
hours, basal media were collected and centrifuged to separate basal cell-free fractions
(supernatants) from basal cell fractions. We first investigated whether translocation of
free HIV particles, released upon contact of infected cells with the mucosa had occured.
Hence basal supernatants were analyzed for both p24 level and subsequent co-culture
with indicator PBMC up to 7 days. Interestingly, we could not detect significant p24
level for RS and X4-virus in basal supernatants after 4 hours (Fig. 4B), indicating that
no transcytosis or passive passage of HIV occurred. In this context, using lamina
propria equivalent alone, significant level of p24 were found (1.9 ng/ml) revealing that
the barrier function is not achieved by this sub-epithelial compartment (data not shown).

Observation of infected mucosa by transmission electron microscopy confirmed the
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absence of free HIV particles in the epithelium either into epithelial cells or in
intracellular spaces (Fig. 4C). In addition, no productive infection could be detected
after co-culture with indicator PBMC (data not shown). Thus, neither free infectious RS,
nor X4 viral particles released by infected PBMC, translocated through the vaginal
mucosa by paracellular (intercellular) passage or transcellular transport during early
infection. Interestingly, no change is observed in the presence of LC indicating that they
may have no role in the transmission of HIV free particles across this reconstructed

mucosa in the first 4 hours of infection.

Langerhans cells may not enhance RS or X4-HIV transmission and infection
during the initial phase of transmission

To analyze more precisely the role of LC in the penetration of HIV in this mucosa, we
used the same protocole as described above, but instead of analyzing basal supernatants
we focused on basal cell fractions. No significant levels of p24 were detected in the
basal cell fractions (data not shown). After co-culture with indicator PBMC, only a low
infection was observed after 5 days of co-culture with both virus type (Fig. 4D).
Surprizingly, no differences were found in the culture from mucosa containing LC or
not, indicating that LC might not influence HIV transmission in early events. By flow
cytometry analysis, and within the limit of sensitivity, no infected PBMC or LC were
detected in basal compartments after 4 hours (data not shown), suggesting that no
migration of infected cells or passive passage by damages within the reconstructed
mucosa occured during the first 4 hours of contact with infected PBMC. Furthermore,
using a mucosal reconstruction integrating CMTMR labeled LC (Orange) and
inoculated by CMFDA labeled infected PBMC (Green), close interaction between a cell

of PBMC inoculum and a LC forming a conjugate is observed within the reconstructed
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epithelium (Fig. 4E). Therefore, our results established that very few infectious virions
carried by cells are transmitted in the first 4 hours, a time by which a significant LC

migration may occur in vivo [28].

Discussion

To study HIV transmission at the femal genital tract, we established a new 3-D human
vaginal mucosa model. Our reconstructed mucosa differs from the most well-known
models. Indeed, in contrast to previous studies using epithelial cell lines [29] or
mimicking only the epithelium compartment [30, 31 , 32], we developed a model
comprising, as in vivo, both the epithelium and the lamina propria using human
primary cells. Histological and biochemical data clearly assessed the quality of this
mucosa and our model, integrating only LC and excluding other immune cell types,
allow studies strictly restricted to the individual role of LC in HIV transmission. In this
context, previous models have not yet allow specific analysis of LC function due to the
presence of intraepithelial T cells and subepithelial lymphocytes and macrophages [6, 9,
13, 15]. Furthermore, our reconstructed vagina, giving differential and independent
access to both apical and basal media, is suitable for the evaluation of HIV and cell

migration in contrast to model developped on dead desepidermized dermis [14].

In polarized monostratified epithelium, TJ form a barrier which regulates epithelial
permeability and paracellular diffusion. For the first time, we demonstrated that human
vaginal pluristratified epithelium expressed TJ proteins, in agreement with previous
studies in animals’ vagina [33] or in other human pluristratified tissues [22, 23]. We
also provided evidence that human LC expressed TJ proteins, in particular Claudin 1

and ZO-1. Expression of TJ proteins in DC, especially in human DC is poorly described
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and only Takano et al. demonstrated that HLA-DR" CD11c¢" DC in human nasal
mucosa of allergic rhinitis express TJ proteins [22]. Studies in mouse models
established that submucosal intestine DC express Occludin, Claudin-1 and ZO-1 [34],
skin LC express Claudin-1 [35] and a particular mouse subset of lung DC Langerin”
expresses Claudin-1, -7 and ZO-2 [36]. To date, TJ functions in pluristratified
epithelium especially in vagina and in DC, are still obscure. An interesting observation
is that TEER was higher in the presence of LC in the reconstructed mucosa. Similarly,
translocation of FITC-BSA in a 4 hours period was slower when LC are present in
mucosa confirming that LC may influence the mucosal reconstruction barrrier function.
Thus, in steady-state, LC may directly enhance the cohesive structure within the

epithelium or may release factors that influence this cohesion.

Previous works have established efficient transcytosis of HIV across monostratified
epithelium. Transcytosis is a rapid transcellular transport of virions. Virions, budding at
the contact site of HIV infected cells and epithelial cells forming a synapse [27] are
internalized into epithelial endosome-like structures then released at the opposite pole of
the cells. While transcytosis has been demonstrated in intestinal cell lines [5], no
evidence of such mechanism has been observed in pluristratified mucosa [9, 10].
Bobardt et al. recently demonstrated that a very limited translocation of free virus
particles occurred through a pseudo-monostratified genital mucosa after 16 hours [37].
Therefore, we provided new results showing that no transcellular or paracellular passage

of HIV exist in pluristratified genital mucosa in the first hours of HIV infection.

Numerous studies have attributed to LC a crucial role in HIV spreading from mucosal

sites in accordance to their location, phenotype and DC functionnal properties [6, 14,
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30]. However, recent data suggested, in complete discrepancy with all previous studies,
that LC does not mediate HIV transmission but rather prevent it [38]. They showed that
virions were captured by Langerin and internalized into Birbeck granules before
degradation. Therefore, the role of LC in HIV transmission across genital mucosa is still
ambiguous and further studies should be done to clarify this question. Here, we showed
that LC alone may not influence HIV transmission during the early infection steps.
Nevertheless, LC role in HIV transmission may be dependent of their density within
vaginal epithelium. Thus, whether LC density modulate vaginal HIV transmission, as
proposed for foreskin transmission [39], has to be adressed. Several hypothesis can be
proposed to explain HIV transmission across the vaginal mucosa. First, disruption of the
vaginal integrity during trauma sex or caused by ulcerative lesions may enhance HIV
infection [40]. Secondly, infection may occur by transmigration of infected
mononuclear cells present in semen. This mechanims was first decribed by Tan et al.
who reported that HIV infected T cells or monocytes adhere to monolayers of cervical
epithelial cells then transmigrated [4]. Further in vivo studies confirmed that a limited
transmigration of infected mononuclear cells exist through the mice vagina [41, 42].
Finally, LC or others vaginal immune cells may be involved in HIV transmission. A
recent paper provided evidence that HIV enters simultaneously LC and intraepithelial T
cells. Associated in conjugates, those cells migrate out of the mucosa to disseminate
HIV. These interesting results indicate that LC and other immune cells such as
intraepithelial T cells are both responsible for HIV spreading [15]. Therefore, the role of
LC in HIV transmission at later infection stages and the role of infected cells, capable of

forming conjugates with LC within the vaginal epithelium, remain to be studied.
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HIV entry through vaginal mucosa after sexual intercourse represents the initial step of
the majority of HIV worldwide infection. In this context, microbicides are urgently
needed to prevent its sexual transmission. Unfortunately, different clinical trials testing
nonoxynol-9 [43] or cellulose sulfate were suddently interrupted as an increase in HIV
infection occurred in the control groups. Thus, to avoid such disappointing experience,
promising microbicides should be preclinically tested on appropriate models in order to
better evaluate any cell cytoxicity. Thus, we present here an interesting and effective
model for the evaluation of potential microbicides before their use in clinical trials.
Indeed, providing histological and electron microscopy examination, we can evaluate
physical disruptions and clues of inflammation, by examining the released of
inflammatory cytokines and chemokines in supernatants and analysing LC phenotype
and functions. In conclusion, our reconstructed vagina will open new perspectives in

microbicides exploration and in studying the early HIV infection events.

Acknowledgments
This work was supported by grants by the Agence Nationale de la Recherche contre le

SIDA (ANRS) and SIDACTION. MB is supported by ANRS.

References

1. Shattock RJ, Moore JP. Inhibiting sexual transmission of HIV-1 infection.
Nat Rev Microbiol 2003,1:25-34.

2. Latif AS, Katzenstein DA, Bassett MT, Houston S, Emmanuel JC, Marowa E.
Genital ulcers and transmission of HIV among couples in Zimbabwe. Aids
1989,3:519-523.

3. Guenthner PC, Secor WE, Dezzutti CS. Trichomonas vaginalis-induced
epithelial monolayer disruption and human immunodeficiency virus type 1
(HIV-1) replication: implications for the sexual transmission of HIV-1.
Infect Immun 2005,73:4155-4160.

4. Tan X, Phillips DM. Cell-mediated infection of cervix derived epithelial cells
with primary isolates of human immunodeficiency virus. Arch Virol
1996,141:1177-1189.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

17

Bomsel M. Transcytosis of infectious human immunodeficiency virus across
a tight human epithelial cell line barrier. Nat Med 1997,3:42-47.

Kawamura T, Cohen SS, Borris DL, Aquilino EA, Glushakova S, Margolis LB,
et al. Candidate microbicides block HIV-1 infection of human immature
Langerhans cells within epithelial tissue explants. J Exp Med 2000,192:1491-
1500.

Bomsel M, Heyman M, Hocini H, Lagaye S, Belec L, Dupont C, Desgranges C.
Intracellular neutralization of HIV transcytosis across tight epithelial
barriers by anti-HIV envelope protein dIgA or IgM. /mmunity 1998,9:277-
287.

Meng G, Wei X, Wu X, Sellers MT, Decker JM, Moldoveanu Z, et al. Primary
intestinal epithelial cells selectively transfer RS HIV-1 to CCRS5+ cells. Nat
Med 2002,8:150-156.

Collins KB, Patterson BK, Naus GJ, Landers DV, Gupta P. Development of an
in vitro organ culture model to study transmission of HIV-1 in the female
genital tract. Nat Med 2000,6:475-479.

Greenhead P, Hayes P, Watts PS, Laing KG, Griffin GE, Shattock RJ.
Parameters of human immunodeficiency virus infection of human cervical
tissue and inhibition by vaginal virucides. J Virol 2000,74:5577-5586.

Hu J, Gardner MB, Miller CJ. Simian immunodeficiency virus rapidly
penetrates the cervicovaginal mucosa after intravaginal inoculation and
infects intraepithelial dendritic cells. J Virol 2000,74:6087-6095.

Zhang Z, Schuler T, Zupancic M, Wietgrefe S, Staskus KA, Reimann KA, et al.
Sexual transmission and propagation of SIV and HIV in resting and
activated CD4+ T cells. Science 1999,286:1353-1357.

Gupta P, Collins KB, Ratner D, Watkins S, Naus GJ, Landers DV, Patterson
BK. Memory CD4(+) T cells are the earliest detectable human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)-infected cells in the female genital
mucosal tissue during HIV-1 transmission in an organ culture system. J
Virol 2002,76:9868-9876.

Sivard P, Berlier W, Picard B, Sabido O, Genin C, Misery L. HIV-1 infection
of Langerhans cells in a reconstructed vaginal mucosa. J Infect Dis
2004,190:227-235.

Hladik F, Sakchalathorn P, Ballweber L, Lentz G, Fialkow M, Eschenbach D,
McElrath MJ. Initial Events in Establishing Vaginal Entry and Infection by
Human Immunodeficiency Virus Type-1. Immunity 2007,26:257-270.
Dezutter-Dambuyant C, Schmitt DA, Dusserre N, Hanau D, Kolbe HV, Kieny
MP, et al. Trypsin-resistant gp120 receptors are upregulated on short-term
cultured human epidermal Langerhans cells. Res Virol 1991,142:129-138.
Valladeau J, Ravel O, Dezutter-Dambuyant C, Moore K, Kleijmeer M, Liu Y, et
al. Langerin, a novel C-type lectin specific to Langerhans cells, is an
endocytic receptor that induces the formation of Birbeck granules. Immunity
2000,12:71-81.

Lagaye S, Derrien M, Menu E, Coito C, Tresoldi E, Mauclere P, ef al. Cell-to-
cell contact results in a selective translocation of maternal human
immunodeficiency virus type 1 quasispecies across a trophoblastic barrier
by both transcytosis and infection. J Viro/ 2001,75:4780-4791.

Black AF, Bouez C, Perrier E, Schlotmann K, Chapuis F, Damour O.
Optimization and characterization of an engineered human skin equivalent.
Tissue Eng 2005,11:723-733.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

18

Dezutter-Dambuyant C, Black A, Bechetoille N, Bouez C, Marechal S,
Auxenfans C, et al. Evolutive skin reconstructions: from the dermal
collagen-glycosaminoglycan-chitosane substrate to an immunocompetent
reconstructed skin. Biomed Mater Eng 2006,16:S85-94.

Regnier M, Staquet MJ, Schmitt D, Schmidt R. Integration of Langerhans
cells into a pigmented reconstructed human epidermis. J Invest Dermatol
1997,109:510-512.

Takano K, Kojima T, Go M, Murata M, Ichimiya S, Himi T, Sawada N. HLA-
DR- and CDl1l1c-positive dendritic cells penetrate beyond well-developed
epithelial tight junctions in human nasal mucosa of allergic rhinitis. J
Histochem Cytochem 2005,53:611-619.

Schluter H, Wepf R, Moll I, Franke WW. Sealing the live part of the skin: the
integrated meshwork of desmosomes, tight junctions and curvilinear ridge
structures in the cells of the uppermost granular layer of the human
epidermis. Eur J Cell Biol 2004,83:655-665.

Tsukita S, Furuse M, Itoh M. Multifunctional strands in tight junctions. Nat
Rev Mol Cell Biol 2001,2:285-293.

Steimer A, Franke H, Haltner-Ukomado E, Laue M, Ehrhardt C, Lehr CM.
Monolayers of porcine alveolar epithelial cells in primary culture as an in
vitro model for drug absorption studies. Eur J Pharm Biopharm 2007,66:372-
382.

Van Herrewege Y, Michiels J, Waeytens A, De Boeck G, Salden E, Heyndrickx
L, et al. A dual chamber model of female cervical mucosa for the study of
HIV transmission and for the evaluation of candidate HIV microbicides.
Antiviral Res 2006.

Alfsen A, Yu H, Magerus-Chatinet A, Schmitt A, Bomsel M. HIV-1-infected
blood mononuclear cells form an integrin- and agrin-dependent viral
synapse to induce efficient HIV-1 transcytosis across epithelial cell
monolayer. Mol Biol Cell 2005,16:4267-4279.

Kissenpfennig A, Henri S, Dubois B, Laplace-Builhe C, Perrin P, Romani N, e?
al. Dynamics and function of Langerhans cells in vivo dermal dendritic cells
colonize lymph node areas distinct from slower migrating Langerhans cells.
Immunity 2005,22:643-654.

Cremel M, Hamzeh-Cognasse H, Genin C, Delezay O. Female genital tract
immunization: evaluation of candidate immunoadjuvants on epithelial cell
secretion of CCL20 and dendritic/Langerhans cell maturation. Vaccine
2006,24:5744-5754.

Blauvelt A, Glushakova S, Margolis LB. HIV-infected human Langerhans
cells transmit infection to human lymphoid tissue ex vivo. Aids 2000,14:647-
651.

Kawamura T, Gulden FO, Sugaya M, McNamara DT, Borris DL, Lederman
MM, et al. RS HIV productively infects Langerhans cells, and infection
levels are regulated by compound CCRS polymorphisms. Proc Natl Acad Sci
U S A42003,100:8401-8406.

Sivard P, Dezutter-Dambuyant C, Kanitakis J, Mosnier JF, Hamzeh H,
Bechetoille N, ef al. In vitro reconstructed mucosa-integrating Langerhans'
cells. Exp Dermatol 2003,12:346-355.

Langbein L, Grund C, Kuhn C, Praetzel S, Kartenbeck J, Brandner JM, et al.
Tight junctions and compositionally related junctional structures in



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

19

mammalian stratified epithelia and cell cultures derived therefrom. Eur J
Cell Biol 2002,81:419-435.

Rescigno M, Urbano M, Valzasina B, Francolini M, Rotta G, Bonasio R, ef al.
Dendritic cells express tight junction proteins and penetrate gut epithelial
monolayers to sample bacteria. Nat Immunol 2001,2:361-367.

Zimmerli SC, Hauser C. Langerhans Cells and Lymph Node Dendritic Cells
Express the Tight Junction Component Claudin-1. J Invest Dermatol 2007.
Sung SS, Fu SM, Rose CE, Jr., Gaskin F, Ju ST, Beaty SR. A major lung
CD103 (alphaE)-beta7 integrin-positive epithelial dendritic cell population
expressing Langerin and tight junction proteins. J Immunol 2006,176:2161-
2172.

Bobardt MD, Chatterji U, Selvarajah S, Van der Schueren B, David G, Kahn B,
Gallay PA. Cell-free human immunodeficiency virus type 1 transcytosis
through primary genital epithelial cells. J Viro/ 2007,81:395-405.

de Witte L, Nabatov A, Pion M, Fluitsma D, de Jong MA, de Gruijl T, et al.
Langerin is a natural barrier to HIV-1 transmission by Langerhans cells.
Nat Med 2007,13:367-371.

McCoombe SG, Short RV. Potential HIV-1 target cells in the human penis.
Aids 2006,20:1491-1495.

Norvell MK, Benrubi GI, Thompson RJ. Investigation of microtrauma after
sexual intercourse. J Reprod Med 1984,29:269-271.

Zacharopoulos VR, Perotti ME, Phillips DM. A role for cell migration in the
sexual transmission of HIV-1? Curr Biol 1997,7:534-537.

Ibata B, Parr EL, King NJ, Parr MB. Migration of foreign lymphocytes from
the mouse vagina into the cervicovaginal mucosa and to the iliac lymph
nodes. Biol Reprod 1997,56:537-543.

Van Damme L, Ramjee G, Alary M, Vuylsteke B, Chandeying V, Rees H, et al.
Effectiveness of COL-1492, a nonoxynol-9 vaginal gel, on HIV-1
transmission in female sex workers: a randomised controlled trial. Lancet
2002,360:971-977.



20

Figures legend

Table 1: Primers used for RT-PCR analysis

Figure 1: Vaginal mucosa reconstruction and normal human vagina present
similar morphology

A. Schematic representation of the various step of vaginal mucosal reconstruction.

B-C. Immunohistochemical analysis of normal human vagina and vaginal mucosa
reconstructions. Collagen IV, Cytokeratin 13, Involucrin, Loricrin expression are shown
in (B) and CD45 in (C). CD45" cells are noted by arrows.

D. Confocal microscopy of Langerhans cells integrated in the vaginal mucosa
reconstruction. Langerhans cells precurseurs were labeled with orange CMTMR (red)
before seeding in the reconstructions. Nucleus were labeled with DAPI and
reconstructions were subsequently analyzed by confocal microscopy. A top view of the
mucosa reconstruction is shown. Scale bars = 20 pm. Open arrow shows the

polycarbonate membrane containing 12pum pores.

Figure 2: Vaginal mucosa reconstruction expresses tight junction proteins

A. Immunohistochemical analysis of E-cadherin and tight junction proteins expression
in normal human vagina and in vaginal mucosa reconstructions (Claudin 1, Claudin 4,
Occludin and ZO-1). Scale bars =20 pm.

B. Ultrastructure analysis of epithelial cell junctions. At the apical zone, tight junctions
(yellow arrow) are present between 2 epithelial cells while desmosomes (white arrows)
are widely displayed with surrounding epithelial cells. Scale bar =3 pm.

C. TransEpithelial Electrical Resistance (TEER) values of reconstructed vaginal mucosa
integrating or not Langerhans cells (LC). Values were representative of twelve

independent reconstructions. (*** P <0.001).
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D. FITC-BSA passage through the vaginal mucosa reconstruction during 4 hours. 200
ng of FITC-BSA were incubated in the apical chamber, basal media were harvested and
FITC-BSA amount were determined wusing a spectrofluorimeter. Values are

representative of 3 different reconstructions. (* P <0.05).

Figure 3: Freshly isolated Langerhans cells express tight junction proteins

A. RT-PCR analysis of mRNA encoding tight junction proteins on freshly isolated
human Langerhans cells (LC), freshly isolated human epithelial cells (Ep) and freshly
isolated human keratinocytes (K).

B. Flow cytometry analysis of tight junction proteins on freshly isolated Langerhans
cells. Opened histograms represent the isotype match controls.

C. Immunofluorescent microscopy of ZO-1 expression on Langerhans cells (LC) (a)

and at the junction between a keratinocyte (K) and a LC (b). Magnification : x 400.

Figure 4: HIV particles are not transmitted across the human vaginal mucosa and
Langerhans cells do not increase HIV transmission

A. Schematic representation of HIV transmission assay across human vaginal
reconstructions.

B. Reconstructed vaginal mucosa were exposed to 1.10° PBMC infected with 92BR025
(R5-virus) or 91US054 (X4-virus). After 4 hours of incubation, basal media were
harvested and supernatants were separated from cell fractions. Supernatants were
analyzed for HIV p24 level. 3 differents reconstructions were analyzed for each point.

NS=no significative level (< 10 pg/ml).
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C. Ultrastructural analysis of infected reconstructed mucosa. No viral particles were
observed within epithelial cells or in intercellular spaces after 4 hours of infection with
R5-virus. 3 differents blocks from 8 inserts were analyzed. Scale bar = 200 nm.

D. Reconstructed vaginal mucosa were exposed to 1.10° PBMC infected with 92BR025
(R5-virus) or 91US054 (X4-virus). After 4 hours of incubation, basal media were
harvested and supernatants were separated from cell fractions. The cell fractions were
further added to indicator PBMC for co-culture up to 7 days. Supernatants of these co-
cultures were then analyzed for HIV p24. Results were representative of 3 independent
reconstructions. NS= no significative level (< 10 pg/ml).

E. Prior to integration, LC were labeled with CMTMR (Orange) and HIV-infected
PBMC were labeled with CMFDA (Green) before inoculation. After 4 hours of
inoculation at the apical compartment, reconstructions were analyzed by confocal

microscopy. Scale bar = 10 um.
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B. Discussion

1. Le modele de muqueuse vaginale reconstruite
a. Nécessité du modele

Dernierement, de nouveaux essais cliniques, testant le microbicide cellulose de sulfate
en application vaginale chez la femme, ont été arrétés inopinément compte tenu du risque
d’infection par le VIH plus élevé dans le groupe utilisant le cellulose sulfate que dans le
groupe contrdle. L’annonce de ces résultats a soulevé des nombreuses questions au sein des
groupes de recherche sur les microbicides, en particulier sur ’avenir de tels composés. Il est
manifeste qu’il faut dorénavant, avant toute utilisation en essais cliniques, valider bien
entendu l'activité anti-virale de ces composés mais également controler leur tolérance par la
mugqueuse génitale humaine, en plus des tests pré-cliniques chez I’animal. Cela permettra de
limiter le nombre de microbicides testés en essais cliniques de maniere a se focaliser sur les
microbicides les plus efficaces et par ailleurs de vérifier 'absence de toxicité ou d’altérations
de la muqueuse génitale humaine. Pour cela, les modeles in vitro cellulaires simples ne
suffisent pas, 'action des microbicides doit étre controlée sur des modeles plus complexes

mimant plus physiologiquement la muqueuse génitale humaine.

b. Avantages du modéle

Mimer plus physiologiquement la muqueuse génitale ou tout autre tissu implique de
modéliser son organisation dans 'espace en trois dimensions. Nous avons ainsi développé
un modele de muqueuse vaginale reconstruite, a partir de banques de cellules épithéliales
vaginales et de fibroblastes humains primaires, contrairement a d’autres modeles utilisant
des lignées cellulaires. Bien plus physiologique, le travail sur cellules primaires humaines est
cependant plus difficile (viabilité des cellules moindre, nombre de passage réduit) rendant la
mise au point du modele longue et laborieuse.

Nous avons développé une muqueuse reconstruite complete, c’est-a-dire comprenant
une lamina propria surmontée d’un épithélium pluristratifié. Les fibroblastes, ensemencés sur
une membrane de polycarbonate de 12 um de porosité, néo-synthétisent une matrice extra-
cellulaire et forment ainsi un chorion équivalent. Sur ce chorion équivalent, les cellules
épithéliales de vagin humain sont ensemencées. Grace a une diminution de la concentration
en sérum et une augmentation de la concentration calcique progressives, elles se

différencient et stratifient afin de former un épithélium malpighien pluristratifié comprenant
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quatre a six strates cellulaires. Par immuno-histochimie, l’expression de marqueurs
spécifiques des muqueuses pluristratifiées non kératinisées a été contrdlée. Contrairement a
d’autres modeles (Sivard et al., 2003; Cremel et al., 2006), grace a l'utilisation de cellules
primaires humaines et a la reconstitution de I'épithélium et de la lamina propria, notre
mugqueuse reconstruite reproduit tres physiologiquement 1’organisation de la muqueuse

vaginale humaine normale.

Pour améliorer le modele et dans le but d’étudier le réle des CL de la muqueuse
vaginale dans l'infection au VIH, nous avons intégré des précurseurs de CL CD34* a 6 jours
de culture comme précédemment décrit par Sivard et coll. (Sivard et al, 2003). Les
progéniteurs hématopoiétiques CD34* ont été cultivés 6 jours en présence de GM-
CSF/SCF/TNF-o/TGF-f1 de maniere a les orienter dans la voie de différenciation
langerhansienne. En culture, des précurseurs CD34* cultivés avec ce cocktail cytokinique
pendant 6 jours, puis en GM-CSF/TGF-B1 les 6 jours suivants, génerent des CL langerin*
CDla* E-Cadhérine*. Au sein de l'environnement épithélial reconstruit, les progéniteurs
intégrés vont achever leur différenciation en CL. Malheureusement, nous n’avons pas pu
controler in situ I'expression de la langerin ou de CD1a en raison de la non compatibilité de
nos anticorps avec la paraffine utilisée pour inclure les muqueuses reconstruites. Seule
I'expression de HLA-DR et CD45 ainsi que la localisation des cellules au sein de I'épithélium

reconstruit confirme que les cellules intégrées se sont différenciées en CL.

La présence unique de CL dans ce modele permet 'analyse spécifique de leur rdle
dans la transmission du VIH par voie génitale. En effet, les modeles antérieurs, utilisant des
explants cervicaux ou vaginaux ex vivo ne permettent pas d’étudier précisément le role des
CL dans l'infection compte tenu de la présence de LT intra-épithéliaux, de LT et de
macrophages au sein de la lamina propria (Collins et al., 2000; Greenhead et al., 2000; Hladik
et al, 2007). Ainsi, en modélisant une muqueuse intégrant uniquement des CL dans
I"épithélium, nous pouvons évaluer spécifiquement le role de ces DC dans I'immunité de la
mugqueuse, en particulier lors de l'infection par le VIH. Cela pourrait étre également utile
pour l'étude d’autres infections sexuellement transmissibles telles que les infections par

papillomavirus ou par Chlamydia.
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Notre modele est reconstruit de part et d’autre d’'une membrane de polycarbonate de
12 um de porosité. L'utilisation de cette membrane, compte tenu de la taille de ses pores,
permet la migration de cellules a travers la muqueuse, reconstruite de part et d’autre de la
membrane. De plus, contrairement au modele de P. Sivard dont 1'épithélium est reconstruit
sur un DED (Derme Mort Désépidermisé), notre muqueuse (épithélium + lamina propria)
permet l'analyse du compartiment basal. D’une part, la présence de cellules ayant migré
hors de la muqueuse peut étre analysée. En marquant les progéniteurs CD34* a 6 jours de
culture juste avant l'intégration dans la muqueuse avec un marqueur intravital de type « Cell
Tracker », nous pourrions, par des techniques d’imagerie confocale en temps réel, suivre a
différent temps la migration des CL a travers la muqueuse. De plus, dans le cas de l'infection
par le VIH, nous pourrons également mesurer la présence de particules virales en détectant
la quantité d’antigene p24 par ELISA dans le compartiment basal. Enfin, notre modele sera
tres utile pour évaluer l'effet de microbicide sur le tissu vaginal humain. Dans un premier
temps, nous pourrons analyser 1'intégrité de la muqueuse par observation en microscopie
électronique et immuno-histochimie sur coupes et par des mesures de TEER. Dans un
second temps, nous pourrons analyser le profil d’expression de cytokines et chimiokines par
des puces a cytokines ou chimiokines dans les muqueuses controles (conditions normales)
versus les muqueuses utilisant des microbicides. Ce profil d’expression permettra de
déterminer si les microbicides ont induit une modification de I'environnement cytokinique
du vagin et ainsi contrdler I'induction d’une inflammation. En conséquence, la muqueuse
reconstruite que nous avons développée représente un modele tres pertinent a la fois pour la
détermination du role des CL dans l'infection par le VIH et pour I'évaluation pré-clinique de

microbicides tels que des inhibiteurs d’entrée virale.

2. Expression des protéines des jonctions serrées par les épithéliums
pluristratifiés génitaux
Lors de l'analyse de la structure des muqueuses reconstruites en microscopie
électronique, nous avons observé la présence de structures identiques aux jonctions serrées
présentes dans les épithéliums monostratifiés. Nous nous sommes alors interrogées sur
I'existence de telles structures au sein des épithéliums pluristratifiés. La présence de jonction
serrées a été décrite ces dernieres années dans certains épithéliums pluristratifiés humains
tels que I'épiderme (Brandner et al., 2002; Schluter et al., 2004), I’épithélium de la crypte de
I’amygdale (Go et al., 2004), du larynx (Gill et al., 2005) et de la muqueuse nasale (Takano et
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al., 2005). Nous avons alors recherché la présence des ces protéines des jonctions serrées
dans la muqueuse pluristratifiée vaginale.

Nous avons démontré que dans I'épithélium vaginal humain, I'expression de Claudin-
1 et -4 est retrouvée dans toutes les couches, de la couche parabasale aux couches les plus
différenciées (I'expression de Claudin-1 s’atténue avec la différenciation). L’expression de
I'Occludin et de ZO-1 reste, quant a elle, limitée aux couches les plus profondes, de maniere
similaire a I'épiderme ou ces protéines sont principalement exprimées dans les couches

granuleuses et spineuses (Brandner et al., 2002; Schluter et al., 2004).

Lors de ce travail de thése, nous nous sommes intéressées tout d’abord a la
transmission du VIH a travers la muqueuse génitale féminine. La transmission chez
I’homme via le pénis et le prépuce étant peu étudiée, nous avions projeté de poursuivre notre
étude sur la transmission du VIH a travers la muqueuse génitale masculine. Dans le cadre
d'une collaboration ANRS entre notre Laboratoire et le Laboratoire de M. Bomsel de
I'Institut Cochin de Paris, je me suis rendue a Paris pour mettre en place le systeme de
reconstruction de muqueuse de prépuce. J'ai transféré la technologie a Y. Ganor, qui termine
maintenant la mise au point de la muqueuse reconstruite de prépuce humain. En parallele a
ce transfert technologique, nous avons évalué si la muqueuse pluristratifiée du prépuce
exprime également des protéines des jonctions serrées. Contrairement au vagin, seuls
Claudin-4 et Occludin sont exprimés dans le prépuce humain et ce essentiellement au niveau

de la couche granuleuse (Figure 6 supplémentaire). Ainsi, nous avons établi pour la

premiere fois, I'expression de protéines des jonctions serrées dans le prépuce et dans la
mugqueuse génitale pluristratifiée. Dans ce contexte, seuls les travaux de Takano et coll. ont
étudié I'expression de Occludin, ZO-1 et Claudin-1 mais uniquement sur des monocouches
de cellules épithéliales cervicales (Takano et al., 2005). Quel rdle ont ces structures dans
I'épithélium génital pluristratifié ? Les jonctions serrées des épithéliums génitaux joueraient
un rdle dans l'établissement de la fonction barriere de I'épithélium tout en permettant le
passage de solutés. Certains pathogenes ou protéines de pathogenes tels que la protéine
Derp 1 des acariens, sont capables d’altérer les jonctions serrées d'un épithélium pour
faciliter leur dispersion dans I’organisme (Wan et al., 2001). Par ailleurs, d’autres travaux ont
démontré que la protéine virale Tat affecte l'expression et la distribution de certaines
protéines des jonctions serrées des cellules endothéliales du cerveau (Andras et al., 2003; Pu

et al., 2005).
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Le VIH altere-t-il les jonctions serrées de la muqueuse vaginale afin de faciliter sa
transmission ? Afin d’évaluer la modulation potentielle des protéines des jonctions serrées
par le VIH, nous pourrions, apres infection de la muqueuse reconstruite par le VIH, estimer
la modification de la perméabilité de la muqueuse par la mesure de la TEER et passage de
BSA-FITC. Puis par microscopie confocale, nous pourrions examiner la régulation de
I'expression de protéines des jonctions serrées a différents temps en suivant en parallele le
passage du VIH a travers la muqueuse vaginale. Enfin, la détermination précise de la
protéine des jonctions serrées altérée par le VIH pourra étre analysée par utilisation d’ARN

interférents.

3. Expression des protéines des jonctions serrées par les cellules de
Langerhans

Lors de la mesure de la Résistance Electrique Trans-Epithéliale (TEER) et du passage

de BSA-FITC, mesures destinées a controler l'intégrité et la cohésion des muqueuses
vaginales reconstruites, nous avons observé d’une part que les valeurs de TEER étaient plus
élevées dans les muqueuses intégrant des CL, et que d’autre part, dans ces muqueuses le
passage de BSA-FITC était plus faible que dans les muqueuses ne contenant pas de CL.
Comment la présence des CL dans la muqueuse augmente-t-elle lintégrité et
I'imperméabilité de la muqueuse ? (i) La présence des CL au sein de I'épithélium pourrait
induire indirectement le renforcement de la cohésion et de l'intégrité de la muqueuse via la
sécrétion de cytokines. Grace a I’analyse de puces a cytokines, le profil de cytokines sécrétées
dans les muqueuses sans CL pourra étre comparé a celui des muqueuses intégrant des CL.
(ii) La présence des CL au sein de 1'épithélium pourrait induire directement 1’augmentation
de la TEER et la diminution du passage de BSA-FITC, en renforcant les jonctions serrées de
I'épithélium dans lequel elles sont intégrées. Nous avons alors étudié l'expression des
jonctions serrées par les CL. La majorité des études détaillant I'expression des protéines des
jonctions serrées par les DC portent sur les DC murines et seuls les travaux de Takano et coll.
démontrent que 1'épithélium nasal contient des DC HLA-DR* CD11c* exprimant Claudin-1
(Takano et al., 2005). Nous avons démontré dans cette étude, pour la premiere fois, que les
CL humaines expriment Claudin-1 et ZO-1. Nos résultats sont en adéquation avec les récents
résultats établis chez la souris qui montrent que les CL de la peau expriment Claudin-1
(Zimmerli and Hauser, 2007). Ainsi, les CL seraient capable de former des jonctions serrées

avec les cellules épithéliales de leur environnement.
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De maniére tres intéressante, chez la souris, les DC intestinales (exprimant Claudin-1,
Occludin et ZO-1), décrites par Rescigno et coll., sont capables d’envoyer leurs dendrites
vers le milieu extérieur de 1’épithélium ou elles sont présentes afin de capturer des antigenes
sans détériorer l'intégrité de la muqueuse. (Rescigno et al, 2001). Les CL humaines
pourraient, de maniere similaire envoyer leurs dendrites vers la lumiere de la muqueuse
vaginale afin de capturer des antigenes tels que des particules virales lors de l'infection par
le VIH. Par leur expression des protéines des jonctions serrées, les CL pourraient reformer
les jonctions serrées ouvertes de maniere a maintenir la cohésion de I'épithélium. Cependant,
cela serait tres surprenant au vue des la position occupée par les CL dans I'épithélium
vaginal. Nous pourrions évaluer la validité de cette hypothese en examinant, par vidéo-
microscopie, le déplacement des CL au sein de 1'épithélium reconstruit pour capturer le VIH,

ainsi que la préservation des jonctions serrées (Rescigno et al., 2001).

4. Passage du VIH par transcytose a travers les cellules épithéliales
vaginales ?

Au sein des épithéliums monostratifiés tels que I'épithélium intestinal ou placentaire,
le passage du VIH s’effectuerait par transcytose (Bomsel, 1997; Lagaye et al., 2001). La
transcytose est un mécanisme rapide (réalis€¢ durant les deux premieres heures post-
infection). Ce mécanisme n’est efficace qu’en présence de cellules infectées (Bomsel, 1997;
Alfsen et al., 2005). En effet, les cellules infectées adheérent a la surface de 1’épithélium ce qui
induit une libération massive de particules virales, qui sont ensuite transportées dans des
structures endosomales du pdle apical au pole basal de la cellule épithéliale (Alfsen et al.,
2005). Nous avons démontré dans cette étude qu’aucune particule virale néo-synthétisée par
les PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells, cellules mononucléées du sang périphérique)
infectés par du virus R5 et X4 n’est détectée apres 4 heures dans le compartiment basal. De
méme, a des temps plus longs (apres 24 heures), aucune particule virale libre n’est détectée

(Figure 8 supplémentaire). Il semble alors qu’aucune translocation de virus ne se produise a

travers I'épithélium vaginal pluristratifié, a moins que de rares particules non détectables ne
soient passées (malgré le seuil de sensibilité de 10 pg/ml du kit ELISA utilisé¢). Récemment,
Bobardt et coll. ont démontré qu'une faible transcytose du VIH (< 0.02% de 1l'inoculum)
existe dans les muqueuses génitales (Bobardt et al., 2007). Cependant, son étude utilisant des

cellules vaginales issues de frottis, donc différenciées et cultivées en pseudo-monocouche, ne
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permet pas d’appréhender l'existence d'un tel phénomene au sein de la muqueuse
pluristratifiée vaginale. Par des techniques dimmuno-marquages en microscopie
électronique (marquage de protéines virales), nous pourrions rechercher la présence de
particules virales dans des compartiments endosomaux des cellules épithéliales et ainsi
clairement déterminer que le virus n’est pas transmis pas transcytose et que les cellules
épithéliales génitales ne sont pas infectées, comme précédemment démontré (Dezzutti et al.,

2001; Wu et al., 2003).

De maniére tres intéressante, apres 24 heures d’infection, la co-culture de la fraction
cellulaire du compartiment basal avec des PBMC rapporteurs, révele que le VIH est passé a

travers la muqueuse vaginale (Figure 9 supplémentaire). Quelles sont les cellules

responsables de ce passage a des temps plus longs ?

5. Role des cellules de Langerhans dans la transmission du VIH

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressées au role des CL a des temps
précoces de 'infection par le VIH. Nous montrons dans cet article que les CL n’influencent ni
le passage de particules néo-synthétisées par les PBMC infectées ni l'infection de PBMC
rapporteurs en co-culture apres 4 heures d’infection. En 4 heures, les CL n’ont peut-étre pas
encore quitté le compartiment épithélial et sont toujours en cours de migration dans la
mugqueuse. L’analyse en microscopie confocale des muqueuses reconstruites 4 heures post-
infection intégrant des CL préalablement colorées par un marqueur intravital fluorescent,
permettra de déterminer la localisation des CL apres 4 heures. Par ailleurs, les travaux chez
la souris de R. Allan, apres infection par HSV1, démontrent que les CL atteignent
tardivement les ganglions lymphatiques (plus de 48 heures post-infection) (Allan et al,,
2006). L’étude du role des CL dans l'infection devrait étre donc analysée a des temps plus
longs. Nous nous sommes alors intéressées au role des CL apres 24 heures d’infection. A 24
heures post-infection, les CL augmentent de fagon tres significative l'infection par des virus
de type X4 des PBMC rapporteurs. En effet, dans les muqueuses intégrant des CL, une forte
co-infection des PBMC rapporteurs est détectée a partir du 5™ jour de culture, en

comparaison avec les muqueuses n’intégrant pas de CL (Figure 9 supplémentaire a). Les CL,

exprimant CXCR4 et CCR5 (Tchou et al., 2001) sont donc capables de transférer 1'infection de
virus de tropisme X4. De maniere tres surprenante, nos résultats démontrent, qu’au

contraire, les CL ne favorisent pas la co-infection des PBMC rapporteurs pour les virus de
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type R5 (Figure 9 supplémentaire b). Ainsi, il semble que les CL ne facilitent que dans la

transmission des virus de type X4, lorsqu’elles sont les seules a étre en contact avec le virus

comme dans notre modele.

Par quels mécanismes les CL ont-elles préférentiellement transmis des virus de
tropisme X4 dans ce modele d’infection alors qu’il est communément admis au contraire
qu’elles transmettent sélectivement les virus de type R5 (Reece et al., 1998; Kawamura et al.,
2003), et que ce sont majoritairement des souches R5 qui sont retrouvées dans 1’organisme
apres primo-infection (Zhu et al., 1993) ?

(i) Tout d’abord, nous devrions confirmer nos résultats en utilisant d’autres souches
virales et en particulier des souches de laboratoire extensivement utilisées par d’autres
équipes telles que les souches BaL ou Lai (Reece et al., 1998; Kawamura et al., 2003).

(ii) Lors de l'infection par des virus de type R5, la capacité des CL a migrer hors de la
muqueuse a peut-étre été altérée ? Malheureusement, bien que colorées avant intégration
avec un marqueur intravital fluorescent, nous n’avons pas été en mesure de détecter des CL
migrantes dans le compartiment basal apres 24 heures post-infection. En effet, leur nombre
au sein de I'épithélium reconstruit étant faible, il est tres difficile de visualiser celles ayant
migré.

(iii) Les cellules épithéliales séquestrent peut-étre les virus de type R5 permettant ainsi
la transmission préférentielle de virus de type X4. Nous n’avons été en mesure d’évaluer
I'expression de CCR5 et de CXCR4 sur les muqueuses reconstruites, les anticorps
commercialisés ne marchant pas efficacement sur les tissus inclus en paraffine Histowax®.
Cependant, les données de la littérature révelent que, contrairement aux cellules épithéliales
intestinales, les cellules épithéliales vaginales exprimeraient les deux co-récepteurs viraux
CCR5 et CXCR4 (McClure et al., 2005; Bobardt et al., 2007). Par ailleurs, il a été démontré que
I'expression par les cellules épithéliales de SDF-10, ligand de CXCR4, induit I'internalisation
de CXCR4, bloquant ainsi la transmission des virus de type X4 (Agace et al., 2000). Nous
pourrions, de la méme maniere, évaluer si I'expression d'un ligand de CCR5, comme
RANTES, par les cellules épithéliales des muqueuses reconstruites induit la down-regulation
de CCRS. De plus, nous pourrions examiner si les cellules épithéliales peuvent séquestrer les
virus de type R5, permettant ainsi une transmission préférentielle de virus X4, de méme
similaire aux lignées de cellules épithéliales séquestrant les virus de type X4 (Berlier et al.,

2005).
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(iv) La présence de LT intra-épithéliaux dans le vagin pourrait permettre la

transmission sélective de virus de tropisme R5 (Figure 10 supplémentaire). En effet, les

travaux de Hladlik et coll. démontrent que les LT intra-épithéliaux expriment
majoritairement CCR5 (Hladik et al., 1999). Par ailleurs, dans une étude récente, ils
démontrent que les CL et les T intra-épithéliaux migrent conjointement hors du
compartiment vaginal apres endocytose du VIH par les CL et infection des LT intra-
épithéliaux (Hladik et al., 2007). Des lors, la présence non négligeable de tels LT (Figure 10
sup) dans I'épithélium vaginal humain pourrait expliquer la sélection préférentielle des virus
de tropisme R5 observée dans la muqueuse vaginale (Kawamura et al., 2003). Afin de valider
une telle hypothese, nous pourrions améliorer notre muqueuse reconstruite par I'ajout de LT
intra-épithéliaux. En colorant les CL et les LT par des marqueurs fluorescents différents,
nous pourrions suivre chaque type cellulaire et son implication dans l'infection par des virus
de tropisme R5 ou X4, par vidéo-microscopie.

(v) Les DC interstitielles présentent au sein de la lamina propria pourraient jouer, tels
que les DDC de la peau, un role différent des CL dans 'immunité des muqueuses et en
particulier dans la transmission préférentielle du VIH de type R5. Nous pourrions ainsi
évaluer leur rdle dans la transmission du VIH en améliorant notre muqueuse reconstruite

par I'ajout de ces DC dans la lamina propria.

6. Transmigration de cellules infectées ?

Les cellules infectées passent peut-étre directement a travers l'épithélium pour
disséminer l'infection. L’existence d'un tel mécanisme a été décrit pour la premiere fois par
Tan et coll. qui ont montré que des monocytes ou des LT infectés par le VIH pouvaient
adhérer a la monocouche de cellules épithéliales cervicales puis transmigrer (Tan and
Phillips, 1996). Par la suite, d’autres études ont confirmé qu’une transmigration, minime,
s’opérait a travers le vagin murin (Ibata et al., 1997; Zacharopoulos et al., 1997; Di Fabio et al.,
2001). Les résultats des co-cultures de PBMC activés ont révélé qu'en absence de CL, une
infection des PBMC rapporteurs était réalisée, indiquant 1'implication possible d’autres
cellules. Nous avons alors analysé les milieux basaux a 4 heures et 24 heures post-infection.
Des cellules CMFDA* (« Cell Tracker » vert) ont été détectées a 24 heures révélant, qu'a 24
heures post-infection, des PBMC infectées par du virus de type R5 ou de type X4 ont

transmigré a travers la muqueuse vaginale (Figure 11 supplémentaire). Ainsi, chez ’homme,
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des cellules mononucléées infectées pourraient transmigrer pour disséminer le VIH a travers
la muqueuse vaginale.

Quelles sont ces cellules infectées, des LT ou des monocytes ? Est-ce que les cellules
mononucléées infectées dans le sperme pourraient avoir les mémes propriétés ? Telles sont
les questions auxquelles les futurs travaux doivent répondre. Ainsi, I’analyse par cytométrie
en flux des cellules ayant migré a travers la muqueuse et récoltées dans le compartiment
basal, nous révelera lidentité de ces cellules. Par ailleurs, pour évaluer le plus
physiologiquement ce phénomene de transmigration, nous pourrions infecter les muqueuses
avec du sperme de patients infectés. De cette maniere, nous analyserons la transmission du
VIH a travers la muqueuse vaginale de maniere physiologique comme celle s’opérant lors
d’un rapport sexuel. Nous pourrons ainsi établir si les cellules mononucléées infectées du

sperme sont capables de transmigrer a travers la muqueuse afin de disséminer I"infection.

En conclusion, le mécanisme de transmission du VIH a travers la muqueuse vaginale
semble multiple. Le développement d’une protection efficace se fera alors préférablement

par l'utilisation combinée de plusieurs microbicides, ciblant des voies d’entrée différentes.
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Conclusion
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Ce travail de these a permis de définir les profils d’expression des récepteurs de
I'immunité innée par les cellules dendritiques cutanées humaines fraichement isolées. Cette
connaissance des Pattern Recognition Receptors exprimés par les DC cutanées est primordiale
pour appréhender leur role dans I'immunité de la peau. Ce role est dépendant d’autres
facteurs, tels que l'activation d’autres cellules de I'environnement tissulaire épithélial ou
stromal mais également des pathogenes et de leur mode d’infection. Cette coopération
multipartite permet d’engager la réponse la plus adaptée a chaque infection. Ainsi, le
développement de stratégies d'immunothérapie préventives ou curatives ciblant les DC
cutanées devra prendre en compte I'intégralité des facteurs nécessaires a la mise en place de

la réponse immunitaire efficace et éviter de se focaliser sur le role individuel des DC.

En application de ces études, dans la derniere partie de ce travail, nous nous sommes
intéressées plus particulierement a un type d’infection virale, l'infection par le VIH
intervenant au niveau des muqueuses génitales. A 1'aide d’'un modele de muqueuse vaginale
reconstruite, nous avons démontré, pour la premiere fois, que le VIH libre ne transcytose pas
a travers une muqueuse pluristratifiée. Cependant, le virus pourrait étre pris en charge et
disséminé par des CL et des LT intra-épithéliaux. Par ailleurs et de fagon surprenante, des
cellules mononucléées infectées, telles que celles retrouvées dans le sperme de patients
infectés, semblent transmigrer a travers la muqueuse et ainsi étre impliquées dans le passage
du VIH. Ainsi, la transmission du VIH a travers la muqueuse vaginale impliquerait
différents types cellulaires. Néanmoins, les mécanismes précis, propres a ces différents types

cellulaires, sont encore largement inconnus.

Les stratégies mises au point pour prévenir cette transmission vaginale, telles que les
microbicides, devraient alors utiliser des combinaisons de molécules ciblant des cellules et
des étapes différentes de 'entrée virale. Par ailleurs, de nouveaux modeles tridimensionnels
de muqueuses humaines, tels que la muqueuse vaginale que nous avons reconstruit,
permettant de tester 'efficacité et la toxicité de ces microbicides sur la muqueuse génitale

féminine, sont essentiels pour garantir le devenir de ces stratégies si prometteuses.
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RESUME

A linterface entre I'immunité innée et adaptatiVes cellules dendritigues (DC) jouent un réle clef
dans l'induction de la réponse immunitaire. Danpédau et les muqueuses, deux types de DC sont
présentes : les cellules de Langerhans (CL) dépglerme et les épithéliums et les DC dans le derme
et le chorion (DDC). Dans une premiere partie, nauss sommes intéressées aux DDC humaines, qui
contrairement aux CL, restent méconnues. Les pmates caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles des DDC humaines isolé®svivo a partir de derme humain ont été étudiées et
notamment leur expression des récepteurs de lintinmée tels que leBoll Like Receptor (TLR)

ou les lectines de type C. En paralléle, le prdfiéxpression des TLR par les CL humaines
fraichement isolées a également été analysé. Aasi)’'expression différentielle des récepteurs de
immunité innée, les CL et les DDC joueraient amae un role spécifique dans I'immunité de la peau
et des muqueuses. Au sein des muqueuses génitlaleparticulierement, elles interviennent dans la
transmission de l'infection par le Virus de I'lmnudéficience Humaine (VIH). Dans une seconde
partie, nous avons examiné les événements préataes la transmission du VIH a travers la
mugueuse vaginale ainsi que le role des CL dameémanisme. Pour cela, hous avons développé, a
partir de cellules primaires humaines, un modélendgqueuse vaginale reconstruite intégrant des CL.
Nos travaux ont permis de mieux caractériser |galladions de DC de la peau et des muqueuses ainsi
gue leur potentiel réle dans I'immunité périphédgoe qui devrait étre utile pour le développendent
futures thérapies anti-infectieuses dans lesquedidslles DC sont ciblées.

TITLE: Mechanisms of recognition of danger signals by skid mucosal dendritic cells : application
to the study of HIV infection using a model of vagl mucosa integrating Langerhans cells.

ABSTRACT

Residing at the interface between innate and atlaptammunity, dendritic cells (DC), and
particularly Langerhans cells (LC) of epidermis aqithelia and DC of dermis or lamina propria
(DDC), play a key role in the initiation of immumesponses. In a first time, we analyzed the main
phenotypic and functional characteristics of frgsisiolated human dermal DC, as they were still
barely studied contrary to human LC. We focusede@sly on the expression of innate receptors
such as Toll Like Receptors (TLR) and C-type lextiim parallel, TLR expression was also assessed
in freshly isolated human LC. Thus, by their diffietial expression of innate receptors, LC and DDC
would play each a specific role in cutaneous andasal immunity. Notably, within genital mucosa,
they contribute to the transmission of HIV infectiolherefore, in a second time, we examined the
early events in HIV entry into the vaginal mucosa #he precise role of LC in this transmission. For
that purpose, we developed an in vitro model ofin@gnucosa, using human primary vaginal cells,
in which LC could be integrated. In conclusion, previded here a better characterisation of human
LC and DDC as well as their potential function ieripheral immunity that should be useful for the
development of future immunotherapies in which sh€hare targeted.
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