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Infections du pied diabetique
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Pour qguelle reussite ?

persistance : 20 a 25%
récidive : 40% a un an

Résistance
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Therapies alternatives
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la « BCG-therapie »

Albert Calmette Camille Guerin
(1863-1933) (1872-1961)

Propriétés immunomodulatrices découvertes dés les années 1970

v Instillation intra-vésicale pour le traitement de tumeurs vésicales superficielles
Morales, J.Urol 1976
Et depuis ...

Mélanome métastatique
inopérable

Pre-ILBCG (d0) Post-ILBCG (d135)

Regressed Non-Regressed @

Yang, Front Oncol 2017



Inital phase:
1. Scab formation

2. Immune cell
infiltration

Healing phase:

3. Re-epithelialisation

4. Angiogenesis

5. Fibroblast migration
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Chronic wound abnormalities:
1. Infection/biofilm

. Hyperproliferative epidermis/
stalled re-epithelialisation

Persistent inflammation

. Fibroblast senescence

. Impaired angiogenesis

. Fibrin cuffs (barrier to oxygen)
. Elevated MMPs
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Bring balance to the

Macrophages
Classical Activation Alternative Activation
IFNy, LPS, TNFa IL-4, IL-13, IL-10, TGFB

The Dark Side

ROS, RNS, TNFa, IL-1, IL-6,
IL-12, IL-23, chemokines VEGF, EGF, arginase
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Cytotoxicity Immune Suppression
Tissue Injury Tissue Repair

Force

httos://www.drthrasher.org/

Laskin, Chem Res Toxicol 2009
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Perturbation du spectre
d’agtivation macrophagique
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Polarisation M2 necessaire
a la reparation cutanee

Les macrophages M2 promeuvent la prolifération des fibroblastes cutanés
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Mycobacterium bovis Bacillus

Calmette—-Guérin Alters Melanoma

Microenvironment Favoring

Antitumor T Cell Responses and

Improving M2 Macrophage Function

Ricardo D. Lardone™, Alfred A. Chan'2, Agnes F. Lee’, Leland J. Foshag?,
Mark B. Faries*, Peter A. Sieling'* and Delphine J. Lee’?*
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BCG et infection du pied

diabetique : notre pr
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Anatomo-pathologie /
histochimie

Microbiologie - culture

Biopsie p. molles
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Modele animal de pied
diabeéetique

infectée




Modele animal de pied
diabeéetique
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Souris BKS.Cg-Dock7™+/+Lepre®J

Rat Goto-Kakizaki (GK) Rat Zucker Diabetic Fatty (ZDF) (db/db)

Modéle non-obése de T2D Modéle obése de T2D Modéle obése de T2D

Polygénique Mutation lepr Mutation spontanée homozygote lepr

Troubles métaboliques, hormonaux et vasculaires Troubles métaboliques, hormonaux et vasculaires Troubles métaboliques, hormonaux et vasculaires
similaires a ’homme similaires a 'homme similaires a ’homme

Hyperglycémie, polyurie, sécrétion anormale Hyperglycémie, polyurie, hypertriglycéridémie Hyperglycémie, polyurie, hypertriglycéridémie
d’insuline en réponse au glucose (in vivo et dans Complications tardives : rétinopathie, Atrophie des ilts béta pancréatique.

les cellules pancréatiques isolées) microangiopathie, neuropathie et néphropathie Complications tardives : microangiopathie,
Complications tardives : rétinopathie, neuropathie et néphropathie

microangiopathie, neuropathie et néphropathie
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Modele animal de pied
diabeéetique

Souris BKS.Cg-Dock7™+/+Lepre®J
(db/db)

Modéle obése de T2D

Mutation spontanée homozygote lepr

Troubles métaboliques, hormonaux et vasculaires
similaires a ’homme

Hyperglycémie, polyurie, hypertriglycéridémie
Atrophie des iléts béta pancréatique.
Complications tardives : microangiopathie,
neuropathie et néphropathie

©



Problematique du
modele souris
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Han, Mol Med Rep 2017

Critique récurrente de ce modele = fermeture de la plaie, en majorité :
- chez la souris : rétractation
- chez'homme : reéepithelialisation et tissu de granulation
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Pose d’« attelles »
anti-réetractation
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Pose d’« attelles »
anti-réetractation

B 140000
I Unsplinted C57/BL6 Mice
120000 +{ | =3 Splinted C57/BL6 Mice T

100000 -

80000 -

60000 -

v

Full thickness
excisional
wounds

40000 *

Total Area of
Granulation Tissue (Pixels)

Ring stents 20000 1

0 1 3 5 7 9 11 13 15
Days Post Wounding

Galiano, Wound Rep Reg 2004 @
Wong, BioMed Res Int 2011




Préparation des animaux

Dépilation la veille sous anesthésie générale
avec induction par inhalation d’'Isoflurane a 5%, puis maintient au masque par inhalation d'lsoflurane a 2%.

Peau du dos tondue et application d’'une créme dépilatoire enrichie a I'Aloe vera
pour une peau sans trace de poil.
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Procédure chirurgicale

1. incision réalisée au « punch » a biopsie 6 mm
2. attelle en silicone collée autour de la plaie puis fixée par 7-8 points de suture
3. protection par un pansement adhésif transparent (type Tegaderm 3M)




anneau trop haut
retrait avec pattes arrieres

anneau trop bas
grignotage

co-herbergement
retrait mutuel




Reéeparation cutanée : mesures

loupe trinoculaire fermeture de la plaie
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Cicatrisation j+7

70-80%
C57BL/6J




Depose des anneaux

j*7 et j+14
points de suture et anneau retirés
précautionneusement pour ne pas induire de
déchirure et de déformation des berges @



Recupeération des plaies
en post-mortem precoce

Exérese au large de la zone des plaies
Echantillons placés dans du papier alu refroidi puis congelé sur carboglace (-80°C)

©



Whole transcriptome spatial analysis
m m m 4. Aspirate Oligos 5. Dispense Oligos 6. Count Barcodes

A5 micron section Is simultanecusty stained An intultive Interface allows users to Every region of Interest Is sequentially Decoupled oligonucleotides are rapldly Oligonucleotides are deposited into wells The oligenucleatides are hybridized to
with imaging and profiling reagents select reglons of Interest of virtually exposed to UV light to decouple the asplrated using a microcaplilary without of a microtiter plate, and the Information NaneString® barcodes and quantitated
any shape or size, oligonucleotides from the profiling touching the sample, thereby leaving the contalned within each well Is indexed to on the nCounter platform
reagents. sample unalterad the ROI on the tissue
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Imaging reagents: Up to 4 fluorescent

morphology markers

Profiling reagents: 107 to 1000's of

RNA or protein detection reagents

barcoded with unique photocleavable

olignucleotides
Scaled
nCounter
Counts.

Antibody

ImaLink platform by l'll”fﬂQBiOt@Ch O
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Whole transcriptome spatial analysis

phase 1 C57BL/6J & db/db — plaie vs. zone saine

phase 2 C57BL/6J & db/db - BCG vs. 0
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