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Mots-clés : cellules suppressives dérivées de cellules myeloides, lymphocytes T, lymphocyte

T régulateur, inflammation, GvHD, immunorégulation

Résumé :

Notre equipe a développé une thérapie cellulaire originale dérivant de la lignée monocytaire.
Cette sous-population de cellules humaines suppressives d’origine myé¢loide, appelée Human
Monocyte-derived Suppressor Cells (HuMoSC, cellules CD33+), est capable d’inhiber la
prolifération des lymphocytes T effecteurs et d’induire des CD4 et CD8 Treg. De plus, les
HuMoSC préviennent 1’apparition de la maladie du greffon contre 1’héte (GvHD) apres

allogreffe de cellules souches hématopoiétiques.

Dans un premier temps, nous avons montré qu’un environnement inflammatoire ou la présence
d’immunosuppresseurs ne diminuaient pas la capacité des HuMoSC a inhiber la prolifération
lymphocytaire et a favoriser I’induction de CD4 et CD8 Treg. Enfin, nous avons montré que
I’effet graft-versus-leukemia (GvL) est préserve en presence des HUMoSC. Toutes ces données

confirment I’intérét des HuMoSC dans la prévention de la GVvHD.

Cependant, en raison d’un faible rendement de génération des HuMoSC et d’un probleme de
disponibilité de billes de tri CD33+ GMP, nous avons aussi modifié notre protocole pour isoler
les cellules CD14+, appelées CD14-HuMoSC. Ainsi, dans un second temps, nous nous sommes
intéressés aux propriétés des surnageants des HuMoSC et des CD14-HuMoSC. Ces
modifications du protocole ont permis d’obtenir un grand nombre de cellules CD14-HuMoSC
et de grandes quantités de surnageant produit en conditions GMP. Nous avons montré que les
deux surnageants diminuaient 1’activation et la prolifération des LT, diminuaient la réponse
Th1 au profit de la réponse Th2, favorisaient I’induction des Treg et diminuaient la capacité des
cellules dendritiques a induire la prolifération des LT. In vivo, les surnageants préviennent le
développement de la GvHD dans un modéle murin de GvHD xénogénique. Enfin, pour montrer
que ces deux surnageants seront efficaces chez les patients, nous avons montré qu’un
environnement inflammatoire ou que la présence d’immunosuppresseurs n’altéraient pas 1’effet
immunosuppresseur des surnageants. Ces résultats confirment donc leur intérét thérapeutique.
L’étude proteomique de ces deux surnageants a permis d’identifier des protéines

immunosuppressives qui pourraient étre responsables de leurs capacités immunosuppressives.



En conclusion, les HuMoSC et les surnageants des cellules derivées des HUMoSC représentent
un arsenal thérapeutique prometteur dans la prévention de la GvHD mais aussi dans les

maladies inflammatoires.
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Abstract :

Our team has developed an original cell therapy derived from monocytes. This sub-population
of human suppressor cells of myeloid origin, called Human Monocyte-Derived Suppressor
Cells (HuMoSC, CD33+ cells) is able to inhibit effector T cell proliferation and to induce CD4
and CD8 Treg. It has also been demonstrated that HuMoSC prevent from graft-versus-host

disease (GvHD) after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.

In a first time, we showed that an inflammatory environment or the presence of
immunosuppressive drugs did not decrease HuMoSC abilities to inhibit T cell proliferation and
to promote CD4 and CD8 Treg induction. Finally, we showed that graft-versus-leukemia (GvL)
effect is preserved in presence of HuMoSC. Taken together, those data confirm the interest of
HuMoSC in GvHD prevention.

Nevertheless, due to a low yield of HuMoSC generation with this protocol and problem with
avaibility of CD33 GMP beads, we also modified our protocol to isolate CD14+ cells, called
CD14-HuMoSC. This is why in a second time, we took interest in HuMoSC and CD14-
HuMoSC supernatant properties. These protocol modifications allow us to obtain large number
of CD14-HuMoSC cells and large quantities of supernatant produced under GMP conditions.
We showed that both supernatants decrease T cell activation and proliferation, decrease Thl
response in favor of Th2 response, promote Treg induction and decrease capacity of dendritic
cells to induce T cell proliferation. In vivo, supernatants prevent from GvHD in a murine model
of xenogenic GvHD. Finally, in order to assess that these supernatants will be efficient in
patient, we showed that an inflammatory environment or presence of immunosuppressive drugs
did not alter both supernatant immunosuppressive effects. These results confirm their
therapeutic interest. Proteomic analysis allowed us to identify immunosuppressive proteins

which could be responsible for supernatants immunosuppressive capacities.

In conclusion, HUMoSC and supernatant derived from HuMoSC represent a promising

therapeutic arsenal for GVHD prevention but also in inflammatory diseases.
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INTRODUCTION GENERALE

A ce jour, la greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est le seul
traitement qui permet de guérir des patients atteints d’hémopathies malignes. Avant la greffe,
le patient subit un conditionnement associant une chimiothérapie a fortes doses combinée ou
non a de la radiothérapie, permettant d’éliminer les cellules leucémiques et les cellules
immunitaires. Ensuite, le patient recoit une perfusion de cellules hématopoiétiques d’un
donneur sain (principalement issues de cellules souches périphériques (CSP) ou de la moélle
osseuse (MO) contenant de fagon majoritaire des précurseurs hématopoiétiques mais également
des populations cellulaires immunocompétentes en faible quantité comme les lymphocytes T
(LT), B (LB), les cellules natural killer (NK) ou encore des cellules dendritiques (DC). Ces
cellules vont alors coloniser la MO et ainsi rétablir un systéme hématopoiétique sain. L’effet
bénéfique recherché d’une telle greffe est appelé effet Graft-versus-leukemia (GvL), ou effet
du greffon contre la leucémie. En effet, les cellules ainsi greffées vont reconnaitre les cellules
leucémiques résiduelles allogéniques non détruites par le conditionnement pré-greffe et ainsi
les éliminer. Cependant, un tel traitement est limité par la survenue d’une complication majeure,
la maladie du greffon contre 1’hdte ou Graft-versus-host disease (GvHD) qui survient dans 40%
des cas, responsable d’une augmentation de la morbidité et la mortalité. Les différences au
niveau du systeme HLA (Human Leukocyte Antigene) entre le donneur et le receveur sont
responsables de la survenue de la GVHD excepté pour les greffes géno-identiques et phéno-
identiques. De nombreux traitements préventifs et curatifs ont été développés mais ils sont
responsables de nombreux effets indésirables comme la survenue d’une immunodépression
générale rendant le patient encore plus vulnérable a la survenue d’infections opportunistes.
Aussi il serait souhaitable de limiter leur utilisation. Ainsi, il parait nécessaire de développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques comme alternatives a ces traitements. Plusieurs alternatives
sont en cours de développement, notamment 1’utilisation de cellules immunosuppressives
permettant une immuno-modulation post-greffe diminuant ainsi la survenue de GvHD!2, Ces
nouvelles thérapies montrent des résultats encourageants aussi bien chez 1’animal que chez
I’Homme. Par exemple, ’utilisation de lymphocytes T régulateurs (Treg) est apparue comme
une solution prometteuse pour lutter contre la GvHD. Cependant, leur utilisation en clinique est
limitée par le taux trés faible de Treg chez I’homme et la difficulté d’expandre ex-vivo ces
cellules. Egalement, des thérapies cellulaires basées sur les cellules souches mésenchymateuses
(CSM) dérivées de la MO ont montré des effets immunorégulateurs sur la GvHD mais les

résultats obtenus entre les différents laboratoires sont discordants, leurs potentiels
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immunosuppresseurs restent encore a étre explorés. En effet, les résultats d’essais cliniques de
grande envergure ne montrent pas un effet certain dans la prévention et le traitement de la
GVHD aigiie 3. De plus, il pourrait y avoir plus de récidive tumorale ou d’infections dans le

cadre d’un traitement par CSM méme si la corrélation n’a pas été montrée de fagon formelle *.

Au sein de notre équipe de recherche, nous avons développé une thérapie cellulaire qui pourrait
a terme étre utilisée pour inhiber ou diminuer la survenue de la GvHD®. En effet, la sous-
population de cellules humaines suppressives d’origine monocytique, générée par 1’équipe,
appelée Human Monocyte-derived Suppressor Cells (HuMoSC, cellules CD33"), est capable
d’inhiber la prolifération des lymphocytes T effecteurs (Teff) mais aussi d’induire I’expansion
d’une population particuliére de Treg. Ainsi, grace a un modeéle cliniquement pertinent de

GVHD, il a été montré que les HUMoSC permettent de prévenir I’apparition de la GvHD.

Aprés avoir brievement introduit le principe de la greffe de CSH ainsi que la physiopathologie
de la GVHD aiglie au cours de ’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, nous décrirons
les autres thérapies cellulaires en cours d’étude puis expliciterons en détails cette nouvelle
thérapie cellulaire. L’objectif de ce travail est de montrer I’intérét des HuMoSC mais aussi de
ses dérivés dans la prévention de la GvHD en explicitant leurs mécanismes d’action et en

évaluant la faisabilité d’une production industrielle.
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PARTIE 1: GENERALITES SUR LA GREFFE DE CELLULES SOUCHES
HEMATOPOIETIQUES

1. La greffe de cellules souches hématopoiétiques

1.1. Historique

En 1912, Alexis Carrel recoit le prix Nobel de médecine pour ses travaux sur la suture des
vaisseaux mais aussi la transplantation d’organes et de cellules sanguines, aprés avoir réussi la
premiére auto-transplantation rénale sur une chienne ainsi que d’autres organes. Ce sont les
prémices de la greffe d’organes. En 1940, I’équipe de Medawar démontre que le rejet de greffe
a des causes immunologiques. En 1957, E.Donnall Thomas effectue les premieres
transplantations de moelle osseuse chez I’Homme. Ces greffes aboutissent au decés des 6
receveurs en moins de 3 mois alors que la notion d’histocompatibilité est alors inconnue. En
France, c’est Georges Mathé qui, en 1958, réalise les premicres greffes réussies de moelle
osseuse (MO) sur 5 physiciens yougoslaves ayant été accidentellement irradiés dans un réacteur
nucléaire®. Seuls quatre patients ont survécu a leur greffe, le greffon provenant d’un donneur
ayant un phénotype le plus proche du receveur. Ce succes lui permettra de déterminer la dose
d’irradiation nécessaire a une greffe réussie. Quelques années plus tard, il greffera avec succes
un patient leucémique aprés irradiation corporelle totale, le patient ayant été en rémission
compléte pendant 20 mois’. 1l est probablement décédé des complications de la maladie du
greffon contre I’héte (GvHD). Ces complications liées a la greffe ont incité les scientifiques a
s’interroger sur des notions d’histocompatibilité et a I’exposition aux radiations. Ainsi, Jean
Dausset découvrira le systéme de I’Human Leukocyte Antigen (HLA) en 1958 et permettra aux
cliniciens d’apparier donneur et receveur selon le complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH)8. Les molécules de CMH permettent la présentation de ’antigéne au récepteur des
lymphocytes T et engendrent une réaction immunitaire, expliquant dans le cas de la greffe, les
mécanismes de la GVHD et du rejet.

1.2. La greffe de cellules souches hématopoiétiques en pratique

La greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est a ce jour le seul traitement curatif
dans les maladies hématologiques et notamment les leucémies. Dans la majorité des cas, la

greffe est de type allogénique, c’est-a-dire que le donneur et le receveur sont deux individus
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différents d’une méme espéce, en recherchant une identité totale du CMH entre le donneur et
le receveur. La greffe est dite autologue lorsque le patient est son propre receveur. Le CMH est
un systeme de reconnaissance du soi qui est divisé en deux classes, le CMH de classe | exprimé
a la surface de toutes cellules nuclées, et le CMH de classe Il exprimé a la surface des cellules

présentatrices d’antigene (CPA) permettant I’activation des lymphocytes T (LT).

1.2.1. L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

En 2017, d’apres la base ProMISe de I’Agence de Biomédecine, 1’allogreffe de CSH a été
principalement réalisée dans les leucémies aigues myéloblastiques (41.3%), les leucémies
aigiies lymphoides (14.5%), les myélodysplasies (10%)° (Figure 1). Les autres indications
concernent des hémopathies lymphoides et myéloides mais aussi des hémoglobinopathies
(drépanocytose, B-thalassemie), déficits immunitaires combinés séveres et certaines maladies

métaboliques.
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Figure 1 : Evolution de la répartition des indications d’allogreffe en France. D’apres®

1.2.1.1. Choix du donneur

L’incompatibilit¢ du CMH ¢également appel¢ Human Leukocyte Antigene (ou systéme HLA

chez I’'Homme) entre le donneur et le receveur constitue la cause principale de survenue de la
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GVHD lors de greffes non géno-identiques ou phéno-identiques. Lors de la greffe, des cellules
immunocompétentes comme les LT sont capables de reconnaitre les antigénes mineurs et
majeurs du systeme HLA et sont responsables du développement de la GvHD. Il faut donc
rechercher une histocompatibilité parfaite entre donneur et receveur afin d’éviter ou de limiter
la survenue de la GvHD. En revanche, une compatibilit¢ du systeme ABO, antigenes
déterminant les groupes sanguins, n’est pas nécessaire car les hématies du greffon sont

détruites.

- Frére ou sceur géno-identique : on parle ici de donneur géno-identique, les antigenes HLA
sont les mémes mais des différences existent sur d’autres antigénes n’appartenant pas au

systeme HLA.

- Donneur non apparenté phéno-identique : ce sont des donneurs volontaires non apparentés
inscrits sur les registres de donneurs nationaux. Pour les allogreffes de donneurs non apparenteés,
on effectue un typage allélique 4-digits pour lequel on recherche une compatibilité de 10/10 en
HLA-A, B, C (CMH classe I) et DRB1, DQB1 (CMH classe Il) car ce sont les génes les plus

polymorphes.

- Donneur HLA non phéno-identique : On parle alors de greffe haplo-identique car la
compatibilité difféere sur 1, 2 ou 3 antigénes HLA. L’Endoxan® (cyclophosphamide) post-
greffe dans le cadre de greffe haplo-identique permet de diminuer les réactions de GvHD par
déplétion des LT in vivo.

Plus de la moitié des allogreffes de CSH étaient de donneurs non apparentés, alors que les
greffes apparentées HLA identiques représentaient 27% des allogreffes d’aprées le rapport

d’activité nationale de greffe de CSH de 1I’Agence de Biomédicine (Figure 2).
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Figure 2 : Répartition des allogreffes de CSH selon le type de donneur en 2017. D’aprés®

Le choix du donneur dépend de la disponibilité d’un donneur HLA géno- ou phéno-identique.
En cas d’absence de ces deux types de donneur, le choix peut se porter vers une greffe haplo-
identique ou bien une greffe de sang placentaire. La décision finale dépend aussi des pratiques

des centres de transplantation.

1.2.1.2.  Les sources de cellules souches hématopoiétiques

Il existe plusieurs sources de CSH. Historiquement, la premiere source de CSH est la MO. La
MO est une substance graisseuse et semi-liquide ayant une activité hématopoiétique prenant
place dans tous les os du corps humains jusqu’a 1’age de 4 ans. A 1’age adulte, I’activité
hématopoiétique se concentre principalement dans les os courts et plats tels que le sternum, les
os iliaques, les vertebres et les cotes. Lors d’une greffe de MO, les CSH sont majoritairement
issus des os iliaques car elles comportent le plus grand nombre de cellules. L obtention de CSH
issues de la MO se fait par ponction au niveau des os iliaques du bassin. Le volume préleve
dépend du poids du donneur et du receveur et permet de ponctionner a la fois les CSH mais

aussi leur milieu environnant.

De nos jours, avec le développement de facteurs de croissance synthétiques, il est possible

d’effectuer des greffes de CSH issues de sang périphérique (CSP). Par mobilisation par
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Ienograstim (G-CSF fabriqué par la technique de I’ADN recombinant) des CSH de 1la MO vers
le sang périphérique des patients ou de donneurs sains, une cytaphérese permet de récupérer
3x10° CD34*/kg poids du receveur et ainsi obtenir une quantité plus importante de cellules
CD34" qu’un greffon de MO. Ce facteur de croissance de la lignée granulocytaire peut étre
associé avec le plérixaflor (Mozobil®) dans le cadre d’une autogreffe chez les patients adultes
atteints de myélome multiple ou de lymphome pour lesquels la mobilisation des CSH est
difficile (&ge >60 ans et/ou chimiothérapie intensive antérieure et/ou chimiothérapie
myelosuppressive antérieure et/ou taux de CSH circulant inférieur a 20 CSH/pL). Le périxaflor
est un antagoniste sélectif et réversible du récepteur de chimiokine CXCR4, bloquant sa liaison
avec son ligand la chemokine CXCL12. Par cette inhibition, les CSH ne se lient plus a la matrice
extracellulaire du stroma médullaire, et donc leur rétention au niveau de la MO est diminuée,
permettant par un effet synergique avec le G-CSF le passage des CSH dans le sang périphérique.
Afin de comprendre comment les CSH sont capables de migrer dans le sang périphérique, il est
important de comprendre les changements physiologiques des niches médullaires des CSH
pendant I’administration de G-CSF. A 1’état homéostasique, les CSH sont retenues dans la MO
par des chémokines et des molécules d’adhésion (CXCL12, SCF et VCAM-1) exprimées par
les cellules progénitrices stromales mésenchymateuses et les cellules endothéliales®.
L’administration de G-CSF entraine la prolifération des polynucléaires neutrophiles au niveau
de la MO qui vont libérer des enzymes protéolytiques clivant et inactivant ces molécules
d’adhésion et cytokines. De méme, le G-CSF diminue les populations macrophagiques et
ostéoblastiques, cette déplétion va agir en synergie avec les neutrophiles en diminuant
I’expression de CXCL12, SCF et VCAM-1 dans la MO. Tout ceci concourt a la mobilisation
des CSH dans le sang. Les CSH sont ensuite collectées par cytaphérése.

En 1988, le Pr Eliane Gluckman effectua la premiére greffe en France de CSH issues de sang
de cordon chez un enfant atteint d’une anémie de Fanconi'!. En comparaison aux autres sources
de CSH, les cellules souches issues du sang de cordon sont immatures, diminuant le risque de
conflit immunologique comme le rejet de greffe ou la GvHD et permettant ainsi une
compatibilité¢ HLA moins drastique?. Malgré le fait que ce soit une source de CSH facilement
accessibles et sans danger, le faible nombre de cellules reste I’inconvénient principal. Il reste
cependant possible de pooler les CSH de différents cordons pour permettre des greffes chez des
receveurs adultes. La greffe de sang de cordon reste une alternative thérapeutique pour des
patients atteints de pathologies hématologiques pour lesquelles il n’existe pas de donneur HLA
compatible.
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En 2017, les CSH issues de sang péripherique constituent la principale source de CSH utilisée

tandis que 'utilisation de sang placentaire diminue depuis plusieurs années (Figure 3).
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Figure 3 : Evolution de la répartition des sources de greffon de CSH allogéniques®.

1.2.1.3. Déroulement de I’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

Avant la greffe allogénique, le patient subit un conditionnement associant une chimiothérapie
a fortes doses combinée ou non a de la radiothérapie, permettant d’éliminer les cellules
leucémiques mais malheureusement aussi les cellules immatures saines et par voie de

conséquence les cellules immunitaires. Il existe deux types de protocole de conditionnement :

- myélo-ablatif : il permet 1’élimination des cellules tumorales mais aussi une
immunosuppression afin d’éviter le rejet de greffe. D0 a sa toxicité, ce conditionnement sera

réservé aux patients jeunes, sans comorbidites.

- non myélo-ablatif : il permet, grace a de faibles doses, une immunosuppression
suffisante pour induire une tolérance chez le receveur vis-a-vis de la greffe. Les cellules
tumorales seront €liminées par les cellules immunitaires présentes dans le greffon, I’effet Graft-
versus-leukemia (GvL) est donc privilégié. Il sera utilisé chez des patients agés ou présentant

des comorbidités.
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Ensuite, le patient recoit une perfusion intraveineuse de CSH contenant de fagcon majoritaire
des précurseurs hématopoiétiques mais également des populations cellulaires
immunocompétentes en faible quantité comme les LT, les lymphocytes B (LB), les cellules
natural killer (NK) ou encore des cellules dendritiques (DC). Ces cellules vont alors coloniser
la MO et ainsi rétablir un systeme hématopoiétique sain. L’effet bénéfique recherché ici est
I’effet GvL.

2. La greffe de cellules souches hématopoiétiques : I’effet greffe contre leucémie ou
tumeur

L’effet bénéfique recherché par la greffe de cellules souches hématopoiétiques est I’effet GvL
ou GVT. Le transfert des cellules immunocompétentes du donneur au receveur va permettre de
détruire les cellules malignes résiduelles, reconstituer le systeme immunitaire du receveur qui
a eté detruit pendant le conditionnement et enfin de prévenir le rejet de greffe par

I’immunosuppression du receveur.

2.1. Les antigenes et protéines cibles

Plusieurs types d’antigénes sont reconnus :

e Les antigénes de différenciation hématopoiétique (protéinase 3, myéloperoxydase)

surexprimés par les cellules leucémiques

e Les protéines associées a la leucémie (translocation BCR/ABL dans la leucémie

myéloide chronique, LMC)

e Les antigénes mineurs d’histocompatibilité (miHA) qui permettraient une activation
des LT du donneur et donc 1’effet GvL

e Les ligands activateurs des cellules NK comme des protéines de stress (MIC-A et
MIC-B)

Les miHA peuvent avoir une action ambivalente. Les miHA exprimés par les cellules
hématopoiétiques sont responsables de 1’effet GvL. Malheurecusement, les miHA peuvent avoir
une expression ubiquitaire (au niveau épithélial notamment) et sont donc responsables de la
GvHD.
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2.2. Les acteurs cellulaires de 1’effet GvL

2.2.1. Les cellules présentatrices d’antigeénes

Les CPA du donneur présentent aux LT du donneur des protéines et antigénes tumoraux grace
a leur CMH. Elles peuvent étre des DC ou des macrophages. Cette présentation antigenique et
la présence de signaux de co-stimulation vont permettre 1’activation des LT vis-a-vis de cet
antigéne. L’environnement inflammatoire présent apres la greffe va augmenter 1’expression des
molécules de stimulation et donc entrainer un effet GVHD malgré le co-développement d’un
effet GvL.

2.2.2. Les lymphocytes T

L’efficacité de I’injection de lymphocytes du donneur a distance de la greffe (DLI, donor
lymphocyte infusion) lors de rejet de greffe prouve I’implication des LT dans I’effet anti-
leucémique. Les CPA vont stimuler les LT CD8+ grace au CMH de classe | et ainsi permettre
I’effet GVL médiée par les LT CD8+. Les LT CD8+ sont également capables de reconnaitre
les miHA présents sur les cellules hématopoiétiques du receveur et les cellules leucémiques et
ainsi médier I’effet GvL, via leur cytotoxicité. Les cellules tumorales du receveur présentent
via leur CMH de classe | des antigénes non polymorphiques ce qui va contribuer également a
’effet GvL4,

Via le CMH de classe Il, les CPA vont présenter les miHA et induire 1’activation et la
prolifération des LT CD4+. Ces LT vont présenter des fonctions helper mais également
cytolytiques vis-a-vis des cellules leucémiques. Les LT CD4+ permettraient I’induction et le
maintien de la réponse anti-tumorale médiée par les LT CD8+ tout en ayant une
cytotoxicité!>®, En effet, lorsque le greffon ou encore le DLI sont déplétés en LT CD8+, on
observe une diminution voire une abrogation de la survenue de GvHD sans impact sur 1’effet
GvL. Les LT CD4+ produisent notamment de I’IL-12 et de 1’IL-2 qui vont recruter et activer
les cellules NK et les LT CD8+. La sécrétion d’IFN-y et de TNF-a va également inhiber la

croissante tumorale mais aussi induire la surexpression par les LT CD8 de ligands de mort'’.

2.2.3. Les cellules Natural Killer
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Les cellules NK représentent la population predominante parmi les cellules lymphoides pendant
les premiers mois suivant la greffe. 1l existe deux populations de cellules NK, les cellules
CD16"9" CD56%™ qui représente 90% des NK circulants et les 10% restants sont des cellules
NK CD56°9" CD16%™ Les cellules NK CD56%™ sont caractérisées par une forte activité
cytotoxique contre les cellules tumorales via une cytotoxicité cellulaire dépendante des
anticorps (ADCC)®. Les killer cell immunoglobulin receptors (KIR) sont capables de
reconnaitre les HLA-A, HLA-B et HLA-C. Ils peuvent étre a la fois activateurs et inhibiteurs.
Un autre récepteur inhibiteur a montré son importance dans le domaine de la greffe,
I’hétérodimere NKG2A/CD94 qui lie le HLA-E.

Les cellules NK vont provoquer la lyse des cellules tumorales selon trois voies® :

e Meécanisme de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC, antibody-
dependent cellular cytotoxicity) : les anticorps fixés a la surface de la cellule
tumorale vont étre reconnus via leur Fc par le CD16 qui est un récepteur FcyR. Les
cellules NK vont alors phagocyter la cellule puis devenir cytotoxique pour la cellule

tumorale

e Le «missing self » : le receveur ne présente pas un ou plusieurs alleles du HLA de
classe | présent chez le donneur. Dans un état autologue, les NK recoivent un signal
négatif quand le récepteur inhibiteur (KIR ou NKG2A/CD94) se lie au HLA-I
(cellules du soi) et un signal positif lorsque le récepteur activateur interagit avec un
ligand activateur (soi modifié ou non soi). Ces deux signaux vont alors se
contrebalancer et la cellule NK restera non activée. Cependant, en situation de
mismatch HLA, le récepteur inhibiteur ne reconnaitra pas le HLA de classe | et le
récepteur activateur va alors activer la cellule NK et cette derniére va lyser la cellule
tumorale (Figure 4.A).

e Le soi peut étre modifié par la surexpression de protéines (MIC-A, MIC-B) a la
surface des cellules leucémiques. La cellule NK va alors étre activée et devenir

cytotoxique (Figure 4. B).
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Figure 4 : Mécanismes cytotoxique des NK vis-a-vis des cellules leucémiques dans la greffe de CSH. A. la non-
reconnaissance du soi ou « missing-self ». Lors d’une greffe allogénique, le récepteur inhibiteur ne reconnait plus
le HLA de classe I, le signal inhibiteur n’est alors pas transmis et la balance entre signal inhibiteur et activateur
bascule en faveur d’un signal activateur pour la cellule. La cellule NK va alors lyser la cellule cible. B. La
surexpression de ligands activateurs a la surface de la cellule leucémique va activer la cellule NK par déséquilibre

avec le signal inhibiteur. D’apres'®

Au final, plusieurs types cellulaires sont impliqués dans 1’effet GvL avec comme résultat une
cytotoxicité vis-a-vis des cellules tumorales (Figure 5). Elle peut étre divisée en 3 phases :
initiation de la réponse allogénique, expansion clonale puis phase effectrice'®. Ces phases sont

celles d’une réponse immunitaire classique.
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Initiation de la réponse allogénique
Activation des LT par les CPA

Présentation directe
des Ag parles cellules

Expansion clonale leucémiques

Phase effectrice
Cytotoxicité directe des

cellules effectrices et leurs
cytokines

help

Cytotoxicité médiée
par les cytokines

Figure 5 : Effet GvL. Pendant la phase d’initiation, les CPA présentent aux LT CD4+ (via le CMH II) et aux LT
CD8+ (via le CMH 1) les antigenes tumoraux. Les cellules tumorales peuvent également présenter aux LT. Les LT
ainsi activés vont s’expandre (phase d’expansion). Les LT CD4+ peuvent avoir une cytotoxicité directe, elles vont
également activer les cellules NK et les LT CD8+ qui vont alors exercer leur effet cytotoxique sur les cellules
leucémiques. Les NKT, LT CD4+ et LT CD8+ ont une cytotoxicité directe sur les cellules leucémiques via la

granzyme, la perforine et aussi la voie Fas/FasL. D’aprés'*
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3. La maladie du greffon contre I’hote

La GvHD est la complication majeure qui limite I’efficacité optimale de la greffe allogénique
de CSH. On va distinguer la GvHD aiglie de la GvHD chronique, caractérisées par leur délai
de survenue mais aussi leur expression clinique différente. La GvHD aigiie peut toucher 40 a
60% des patients allogreffés malgré un traitement prophylactique. La GvHD chronique atteint
30 a 70% des patients allogreffés. La GvHD aigue représente la premiere cause de mortalité
toxique de la greffe. Le National Institute of Health (NIH) a défini les criteres de diagnostic de

la GVHD en fonction du moment de 1’apparition et des signes cliniques 2° (Figure 6).

Signes cliniques de la GvHD

e P ey = ] .
/[ N\

GVHD aiglie GVHD chronique ‘ GVHD aigiie et chronique
Peau Yeux ’
Tube digestif Mugqueuse buccale
Foie Peau
. v Phanéres
| 1 ‘ Tube digestif
/ Poumons
‘ < 100 jours post-greffe > 100 jours post-greffe Foie
+ Muscles et articulations
4 Absence signes GvHD Sphére génitale et
\_sexuelle y
‘ GVHD aigiie classique GVHD aigiie persistante, GvHD ch.ronique ‘ ‘ Syndrome de
récurrente ou tardive classique ‘ chevauchement

Figure 6 : Distinction entre la GVHD aigiie et chronique selon les signes cliniques et leur moment d’apparition?

La GvHD aigle qui touche la peau, le tube digestif et le foie, est dite classique quand elle
survient dans les 100 jours post-greffe. Aprés 100 jours, elle est qualifiée de GvHD aigle

persistante, récurrente ou tardive.

La GvHD chronique classique a des manifestations cliniques étendues a plusieurs organes sans
limite de temps. On parlera de syndrome de chevauchement lorsque le patient aura une clinique

évoquant a la fois la GvHD chronique et la GVHD aige.

3.1. Epidémiologie

Les facteurs de risque de survenue de GvHD sont autant liés au receveur qu’au donneur :
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- L’age avancé du receveur et du donneur pour la GVHD chronique

- Le sexe : une donneuse féminine. Dans une étude multicentrique, il a été démontré
que la présence d’anticorps HY chez des patients méles 3 mois apres transplantation
peut étre prédictif de survenue de GvHD chronique?!. De méme, la présence de
variants de peptides codés par Y chez des patients males ayant recu une greffe

mismatch sur le chromosome X est associée a la survenue de GvHD aigiie?.

- L’absence de lien de parenté entre donneur et receveur ou bien I’incompatibilité
HLA. Une équipe japonaise a identifié les positions et les substitutions d’acide
aminé au niveau des génes HLA responsables de la survenue de GvHD aigiie®.
Cependant, la GvH peut survenir lors de greffe intra-familiale et HLA compatible

due & la présence de miHA?,

- Le type de conditionnement recu. La destruction des muqueuses du tube digestif ou
encore des épithéliums engendre le relargage de signaux de dangers et cytokines a

la genése de la GVHD aigiie?®.

- La source de CSH: dans une méta-analyse de 10 essais cliniques randomisés
contrdlés, les auteurs ont montré une augmentation de la survenue de GvHD chez
les patients ayant recu des CSH périphériques comparés aux patients ayant recu des
CSH de MO%. Cependant, la comparaison des incidences de GvHD entre deux
groupes ayant recu deux sources de CSH différentes est difficile du fait des
différences de régime de conditionnement utilisé par les différentes équipes

médicales.

- Des antécédents de GvHD aiglie de grade Il a IV sont un facteur de risque de

développer une GvHD chronique?’.

3.2. Manifestations cliniques de GvHD aigie

La GvHD aigue se manifeste par plusieurs symptomes caracteristiques

Atteinte cutanée
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La peau peut étre le seul organe atteint au cours de la maladie. On retrouve des lésions
érythémateuses plus ou moins prurigineuses avec une atteinte préférentielle des paumes des
mains et plantes de pieds. Dans les cas de GVHD séveére, on peut observer un décollement cutané
superficiel spontané (épidermolyse) ou provoqué (signe de Nikolsky). Une toxidermie ou bien

une atteinte cutanee virale seront des diagnostics a éliminer.

Atteinte digestive

Le principal signe clinique de la GVHD aigiie digestive est la diarrhée aqueuse ou hémorragique
avec vomissements et nausées entrainant une perte de poids. Plusieurs complications sont a
craindre en cas de formes séveéres comme 1’occlusion digestive, des hémorragies ou bien encore

des sepsis secondaires a une translocation bactérienne.

Atteinte hépatique

Au niveau du foie, on observe une perturbation du bilan hépatique avec augmentation de la
bilirubine et élévation possible des transaminases. D’un point de vue histopathologique, on

observe une altération des conduits biliaires.

En 1974, Glucksberg et al. ont établi une classification de la GvHD aiglie dont les criteres sont

définis par le degré d’atteinte des organes cibles?® (Tableau 1) :

Tableau 1 : Stadification de la GvHD aigtie selon Glucksberg?®.

Stade Atteinte cutanée Atteinte hépatique Atteinte digestive

0 Pas d'atteinte cutanée Bilirubine < 2mg/dl Pas de diarrhées
Eruption maculopapuleuse

1 représentant moins de 25%  Bilirubine 2-3mg/dL Diarrhée > 500ml par jour
de la surface corporelle

Eruption maculopapuleuse

2 représentant 25-50% de la  Bilirubine 3-5,9mg/dL Diarrhée >1000ml par jour
surface corporelle

3 Erythrodermie généralisée  Bilirubine 6-14,9mg/dL Diarrhée > 1500ml par jour
Erythrodermie généralisée Diarrhée >2000ml par jour

4 avec formations bulleuses et  Bilirubine > 15mg/dL avec douleurs abdominales
desquamation fréquente +/- iléus
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Selon le stade de la maladie au niveau de chaque organe, on peut déterminer le grade de la

maladie et prédire le pronostic du patient, tout en tenant compte de I’état général du patient

(Tableau 2).

Tableau 2 : Les différents grades de la GvHD aigiie selon Glucksberg?.

Grade Stade cutanee Stade hépatique  Stade digestif Etat genéral

I la2 0 0 Pas d'altération

| 1a3 1 1 Altération mineure
1l 2a3 2a3 2a3 Altération modérée
v 2a4 2a4 2a4 Altération sévere

3.3. Physiopathologie

Billingham et al. ont décrit la GVHD dans un modéle murin et ont permis d’établir trois

conditions indispensables menant au développement de la GYHD? :
- Laprésence de cellules immunocompétentes dans le greffon,

- L’impossibilité pour le receveur de développer une réponse immunitaire

suffisante pour éliminer les cellules transplantées

- La présence d’antigénes au niveau tissulaire qui ne sont pas présents dans le

greffon.

Ferrara et al. ont pour la premiere fois décrit les mécanismes physiopathologiques de la GvHD
aigiie dans la transplantation de moelle osseuse®?°. Le mécanisme de survenue de la GvHD

peut étre décrit en trois phases successives®®3! (Figure 7) :

Premiére phase

Le conditionnement provoque des Iésions tissulaires au niveau de [’épithélium et de
I’endothélium activant les cellules immunitaires de 1’hdte qui vont alors sécréter des cytokines
inflammatoires comme le Tumor Necrosis Factor (TNF-a) et des interleukines (IL-1, IL-6, etc).
Plus précisément, le régime de conditionnement entraine la libération de signaux de dangers,
les damage-associated molecular pattern (DAMP), comme les protéines de choc thermique

(HSP), I’acide urique ou bien I’adénosine triphosphate (ATP) et les pattern-associated
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molecular pattern (PAMP), comme le lipopolysaccharide (LPS), libérées par le microbiote
intestinal. Ce sont les liaisons des DAMPs et PAMPs aux récepteurs Toll-like (TLR) exprimés
par les CPA résiduelles du receveur qui vont induire leur différenciation. Ces CPA vont a leur
tour activer les LT du greffon et permettre la production de cytokines pro-inflammatoires
comme le TNF- o ou I’IL-1 et I’IL-6. Le fort contexte inflammatoire est ensuite entretenu par
la libération des DAMPs et des PAMPs secondaires aux lésions tissulaires mais aussi par la
production de cytokines. Ces cytokines provoquent la surexpression de molécules d’adhésion

ainsi que du CMH.

Deuxieéme phase

Elle est caractérisée par 1’activation des LT du donneur par les CPA via leur CMH. Les LT
CD4" vont interagir avec le CMH de classe Il et les LT CD8" avec le CMH de classe | (signal
1). Au niveau des organes lymphoides, les LT du donneur vont reconnaitre les allo-antigénes a
la surface des CPA de I’hdte (présentation directe) ou des CPA du donneur (présentation
indirecte). Cependant, la liaison TCR/peptide est insuffisante pour activer les LT et des
molécules de co-stimulation (second signal) sont nécessaires. L’interaction entre molécules de
co-stimulation (LT) et leurs ligands (CPA) est augmentée par les signaux de danger générés
lors de la phase 1. Quand le donneur et le receveur n’ont pas le méme HLA, les LT du donneur
vont reconnaitre les molécules de HLA comme étrangeres. C’est donc 1’incompatibilité HLA
qui est responsable de 1’activation des LT par les CPA. En cas d’allogreffe HLA-identique, les
LT du donneur vont reconnaitre des antigénes mineurs d’histocompatibilit¢ (miHA). Ce sont
des peptides issus de la dégradation de protéines intracellulaires dont les génes codants sont
polymorphiques mais qui n’appartiennent pas au CMH. Les LT ainsi activés vont se différencier
principalement en T helper type 1 (Th1) et 17 (Th17) et sécréter des cytokines spécifiques des
Th1 comme I’Interféron (IFNy), le TNF-a et I’IL-2 ou bien des Th17 comme I’IL-17 qui ont
montré leur implication dans la physiopathologie de la GvHD32%, Ces cytokines vont entretenir
la réponse lymphocytaire T mais également activer les phagocytes du donneur et du receveur.
De plus, lorsque que les LT sont activés, 1’expression de leurs récepteurs aux chémokines
augmente, ce qui les rend capables de migrer dans les tissus cibles que sont le foie, la peau et

le tractus digestif.

Troisiéme phase

La phase effectrice est responsable d’une I’altération des organes cibles mettant en jeu

différentes cellules effectrices et cytokines inflammatoires. Les cellules T cytotoxiques (CTL)
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et les NK sont les principales cellules effectrices de la GvHD grace a plusieurs mécanismes

cytotoxiques comme la voie Fas/FasL (Fas ligand) ou perforine/granzyme notamment.

(1) Recipient conditioning
)] Tissue Damage

(1) o
Donor

T cell
activation

Figure 7 : Physiopathologie de la GvHD aiglie. La phase I, déclenchée par le conditionnement est caractérisée par
une dégradation de 1’épithélium intestinal qui va relarguer massivement entre autres des lypopolysaccharides
(LPS) mais aussi des cytokines inflammatoires, des DAMPs et PAMPs par les tissus endommagés. La phase Il
correspond a I’activation des LT du donneur par les CPA du donneur et du receveur. La phase Il1 est une phase
effectrice qui méne a ’altération des organes cibles de la GVHD via des effecteurs cellulaires (CTL, NK) et les

effecteurs inflammatoires (cytokines). D apres®’

3.4. Stratégies thérapeutiques dans la prévention de la GVHD aiglie

3.4.1. Traitements préventifs

En post-greffe, la chimioprophylaxie de la GvHD dépend du type de conditionnement®* :

- greffes a conditionnement myéloablatif : association ciclosporine A (CsA, inhibiteur

de la calcineurine) et méthotrexate (anti-folique)

- greffes a conditionnement non myéloablatif ou réduit: association CsA et

mycophénolate mofétil (MMF, inhibiteur de synthese des bases puriques)

Il est également possible d’administrer au patient un sérum anti-lymphocytaire (SAL) lors du
conditionnement. Ce dernier contient des anticorps dirigés contre les LT et va donc provoquer

leur déplétion par lyse cellulaire. Le SAL va permettre d’améliorer la prise du greffon mais
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aussi de prévenir la survenue de la GvHD. Le traitement par immunosuppresseurs est associé a
une corticothérapie et une prévention anti-infectieuse. L’Alemtuzumab, un anticorps
monoclonal anti-CD52, pourrait étre utilisé pour depléter les LT mais hors indication prévue

par I’autorisation de mise sur le marché (AMM).

Plusieurs essais thérapeutiques sont en cours afin d’évaluer de nouvelles approches
thérapeutiques utilisant des traitements déja disponibles comme le Cyclophosphamide en post-
greffe qui va cibler les LT activés notamment. D’autres stratégies utilisant la biologie
moléculaire, des thérapies cellulaires et géniques comme la technique du géne suicide® ou
I’injection de LT régulateurs (Treg) sont a I’é¢tude dans des études cliniques. Les inhibiteurs de
janus kinase (JAK) constituent une nouvelle classe thérapeutique efficace dans la GvHD aigtie.
Le ruxolitinib, un anti-JAK1 et 2 serait efficace dans le traivement dans la GvHD aigie
corticorésistante®®. Son AMM est en attente. Une autre étude récente a montré 1’efficacité d’un
anti-JAK1, T’itacitinib, chez les patients atteints de GvHD aigiie réfractaire ou non aux

stéroides®’.

3.4.2. Traitements curatifs

Seule la GvHD aiguie de grade supérieur a | est traitée. Le traitement de référence est la
corticothérapie a fortes doses. En cas d’échec, on parle alors de GVHD réfractaire aux stéroides,
et alors plusieurs traitements peuvent étre utilisés comme le SAL, le sirolimus ou encore les
anti-TNF et anticorps monoclonaux (tocilizumab, alemtuzumab, etc) et plus récemment les
anti-JAK2, en hors AMM pour I’instant. L’absence de consensus a favorisé le développement

de nombreux essais cliniques dans le traitement de la GvHD cortico-résistante.

3.5. La GvHD chronique

La GVHD chronique représente la principale complication a moyen et long terme suite a une
allogreffe de cellules souches hématopoiétiques et survient en principe au-dela du 100° jour
post-greffe. La GVHD chronique a une clinique plus polymorphe que la GvHD aigie, avec dans
la majorité des cas des atteintes cutanéo-muqueuse mais aussi 1’atteinte simultanée de plusieurs
organes comme le foie, les reins, les poumons, les articulations entre autres pouvant mimer des

maladies auto-immunes.

3.5.1. Manifestations cliniques
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Dans la majorité des cas, le patient présente une atteinte cutanée de type lichénoide et/ou
sclérodermiforme. La biopsie montre notamment un infiltrat lymphocytaire. Au niveau des
mugqueuses, elle concerne principalement la sphére buccale mais touche aussi les parties
génitales avec la possibilité d’apparition d’un syndrome sec au cours de la GvHD chronique.
Le bilan hépatique est souvent perturbé avec la présence d’une cholestase. Il existe une atteinte
gastro-intestinale pouvant engendrer des douleurs abdominales, nausées et vomissements
responsable d’un amaigrissement, en particulier si présence d’atteinte de la muqueuse buccale.
Contrairement a la GvHD aigie, il est classiquement décrit une atteinte pulmonaire a type de
bronchiolite oblitérante. Plus rarement il est rapporté des atteintes musculaires et articulaires.
Avant de confirmer le lien de ces différentes manifestations cliniques avec la GvHD chronique,
il faut toujours éliminer les autres diagnostics différentiels tels un effet secondaire

médicamenteux ou un épisode infectieux.

3.5.2. Physiopathologie

La GvHD chronique peut survenir quelque temps aprés une GvHD aiglie ou survenir associée
a une GvHD aigue. La physiopathologie est encore mal décrite et complexe car les modéles
expérimentaux sont peu représentatifs de la GvHD humaine. Cependant, I’équipe de Blazar a
réussi a créer un modéle murin capable de mimer une GvHD chronique agressive
multiorganes®. Ils ont ainsi pu montrer une infiltration de LT CD4" et LB dans les poumons et
le foie ainsi qu’un dépdt d’auto-anticorps en lien avec la fibrose. De méme, de fortes réponses
au niveau des centres germinaux ont été mises en évidence a I’initiation de la GVHD chronique,
le blocage de la formation de ces centres germinaux permettant d’inhiber le développement de
la maladie. Depuis quelques années, les avancées scientifiques ont permis de mettre en évidence
I’implication des LB du donneur et des LT notamment ainsi que d’autres cellules immunitaires
dans la survenue de la GvHD chronique®. Tout d’abord la présence d’anticorps réactifs vis-a-
vis du donneur démontre I’implication des LB. Il existe des anticorps dirigés uniquement contre
les antigenes du receveur (les Ac-anti-HY par exemple) et des anticorps diriges contre des
antigénes non polymorphiques (les Ac-anti-PDGFR). L’étude des lympocytes T follicular
helper (TFH) circulants chez les patients atteints de GvHD chronique a permis de suggérer une
augmentation de leur homing ou de leur séquestration au niveau des organes lymphoides
secondaires. Il a aussi été montré une augmentation de la capacité de ces TFH a induire la
sécrétion d’Ac par les LB mais aussi la maturation des LB en plasmablastes, conduisant a une

augmentation de la quantité d’Ac produits*®. De plus, il existe une altération de 1’homéostasie
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des LB normaux, par modification du microenvironnement médullaire, avec 1’augmentation de

la survie de LB autoréactifs et alloréactifs.

Enfin, I’implication des LT dans la physiopathologie de la GvHD chronique est mise en
évidence par la diminution de I’incidence de la maladie suite a la déplétion en LT des greffons.
Il est décrit une sévere altération de la production thymique de LT matures, menant a une
diminution de la fréquence des Treg sans altération de leur fonction suppressive®®. Les cellules
épithéliales thymiques sont altérées par les LT allogéniques et entrainent alors une diminution
de la génération de Treg naturels mais aussi la production de LT auto-réactifs. Lors de la GvHD
cutanée, la polarisation des LT CD4" est en faveur d’une réponse Thl/ Thl7 avec
’augmentation des CDS*IL17+%,

3.5.3. Traitements de la GvHD chronique

3.5.3.1. Traitement préventif

Le premier traitement préventif reste la prévention de la survenue d’une GvHD aigiie.

3.5.3.2.  Traitement curatif

Le traitement va dépendre du grade de la maladie*!,
e Grade léger : topiques locaux si besoin

e Grade modéré : traitement systématique, quand les critéres diagnostiques sont

réunis, prednisolone par voie orale a 1mg/kg/j

e Grade sévére : prednisone par voie orale associé ou non un inhibiteur de la

calcineurine.

L’utilisation de Rituximab a montré une efficacité dans la GvHD chronique réfractaire, de

méme pour la photothérapie extracorporelle, le ruxolitinib, I’imatinib ou bien le bortézomib*2.
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PARTIE Il : LES CELLULES IMMUNOSUPPRESSIVES, DES NOUVEAUX ALLIES
THERAPEUTIQUES DANS LA PREVENTION DE LA GVHD

Les traitements classiques actuels utilisent principalement des molécules chimiques induisant
une forte immunosuppression qui rend le patient vulnérable a la survenue d’infections de type
opportuniste mais également a un risque de rechute. De plus, tenant compte de leurs effets
indésirables, leur efficacité dans la prévention de la GVHD n’est pas optimale. C’est pourquoi
de nombreuses équipes de recherche dont celle du Pr Bonnotte ce sont intéressées a 1’utilisation

de cellules immunitaires immunosuppressives comme traitement préventif de la GvHD?%3,

1. Leslymphocytes T régulateurs

Les Treg sont une population de lymphocytes T CD4* ou CD8" exprimant le marqueur CD25
(IL-2 a-chain receptor) et le facteur de transcription forkhead box P3 (FoxP3).

1.1. Mécanismes d’action

Les Treg ont la capacité de réguler les fonctions effectrices des LT par quatre mécanismes
(Figure 8)* :

e La production de cytokines immunosuppressives comme le TGFf, I’'IL-10 et I’IL-

35
e Lalyse de LT/LB par la production de granzyme A, B et perforine

e Des perturbations métaboliques : privation d’IL-2 via I’expression de son récepteur
le CD25, production d’adénosine par les Treg via I’expression des ectonucléotidases
CD39/CD73 qui inhibent la fonction des LT par D’activation du récepteur a
I’adénosine A2A, ou encore le transfert par les jonctions lacunaires de I’AMP

cyclique qui est un signal inhibiteur au sein des LT effecteurs

e Une action sur les CPA par la liaison du CTLA-4 au CD80/86 inhibant leur
maturation et permettant la production d’indoléamine 2.3-dioxygenase (IDO)
responsable de la diminution de la prolifération des LT. En effet, I’IDO va catalyser
le tryptophane nécessaire a la prolifération des LT. De plus, la liaison de LAG3,
exprimé a la surface des Treg, au CMH de classe Il exprimés par les DC inhibe leur

maturation.
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Figure 8 : Mécanismes immunosuppressifs des Treg. A. Les Treg sécrétent des cytokines inhibitrices telles que
I’IL-10, le TGFp et I’'IL-35. B. Par la sécrétion de perforine, granzyme A et B, les Treg induisent la cytolyse des
Teff. C. Les Treg perturbent le métabolisme des Teff par déprivation en IL-2 nécessaire a I’activation et a la
prolifération des Teff par captation via le CD25 et aussi par sécrétion d’adénosine via la voie ectonucléosidique
CD39/CD73 se liant au récepteur A2A présent a la surface des Teff et inhibant leur activation. Les Treg inhibent
les Teff par transfert d’AMP cyclique aux Teff par des jonctions lacunaires. D. Les Treg sont capables d’inhiber
la maturation et la fonction des DC par liaison de CTLA-4 aux récepteurs CD80/86 qui va permettre la production
d’IDO capable de cataboliser le tryptophane nécessaire a la prolifération des Teff. La liaison de LAG3 au CMH
de classe Il va inhiber la maturation des DC. (DC : cellule dendritiques, Treg : T régulateur, Teff : T effecteur).

D’aprés*

Les LT régulateurs CD4*CD25" présentent un intérét certain pour controler les LT alloréactifs
responsables de la GvHD. En effet, dans un modé¢le de greffe de peau chez la souris, I’équipe
de Sakaguchi a montré que I’absence de LT CD4"CD25" entrainait un rejet plus rapide de la

greffe®.

1.2. Production des Treg
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1.2.1. Isolation des Treg

Dans les modeles précliniques, la majorité des Treg proviennent de sang periphérique ou de
sang de cordon. L’équipe de Hoffman et al. a publié en 2006 une étude décrivant un processus
respectant les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) afin d’isoler les LT régulateurs CD4*
CD25" a partir de produits issus de leukaphérese en utilisant deux tris magnétiques avec le
CliniMACSplus (CliniMACS TM Instruments, Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,
Germany)*®. La premiére étape permet de dépléter les cellules CD8* et CD19* ou CD8" seules
qui est suivie d’une seconde étape d’enrichissement en cellules exprimant le CD25. La
proportion de cellules CD4*CD25"9" isolées et présentant des propriétés immunosuppressives

est d’environ 50%.

Deux études ont montré une autre approche pour générer des LT régulateurs CD4"CD25" a

partir de sang périphérique de patients hémodialysés ou atteints de cirrhose alcoolique*’“®,

Cependant, I’isolation de Treg grace au CliniMACS (tri cellulaire magnétique) n’est pas idéale
en raison de la présence de LT CD25'%%, c’est pourquoi une autre méthode utilise le tri par
cytométrie en flux utilisant plusieurs marqueurs comme le CD25 ou le CD1274%%, L utilisation
du tri cellulaire par cytométrie en flux a permis d’isoler une population
CD4*CD25*CD127"°“CD45RA" a partir de PBMC (peripheral blood mononuclear cells) de
patients atteints de la maladie de Crohn, qui une fois expandus ne se convertissent pas en Th17

en conditions inflammatoires et montre une expression de FoxP3 stable®!.

1.2.2. L’expansion des Treg

Une fois isolés, il faut ensuite induire I’expansion des Treg afin de générer un nombre suffisant
de cellules nécessaire a I’injection. En effet, les Treg représentent 5 a 10% des LT CD4"
circulant dans le sang périphérique. Ce taux est plus élevé dans le sang de cordon ou bien au
niveau du thymus mais ne permet pas d’atteindre les quantités nécessaires a une utilisation

clinique.

Le protocole d’expansion classiquement utilisé dans la littérature utilise les billes coatées avec
des anticorps anti-CD3/CD28 en présence d’IL-2 a taux faible. Le principal inconvénient de
cette technique est la perte de FoxP3 par les Treg proliférants leur donnant alors un phénotype
de Teff de par leur grande plasticité, ceux-ci pouvant alors participer a 1’aggravation de

I’inflammation®*®3, Ce protocole a été amélioré avec 1’ajout de rapamycine ou d’acide tout-
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trans-rétinoique (ATRA). La rapamycine permet d’augmenter la stabilité des Treg mais
également leur fonction immunosuppressive et prévient leur différenciation en Teff>+°,
L’ATRA seul ajouté a la culture de Treg isolés induit 1’expansion des Treg ayant la capacité a
sécréter de 1’IL-17 et possédant une capacité immunosuppressive plus faible que des Treg
traités avec de la rapamycine®®. En outre, la combinaison de ces deux médicaments permet

I’expansion de Treg a fort pouvoir immunosuppressif et ne sécrétant pas d’1L-17.

Une autre approche développée par I’équipe d’ Anasetti met en culture des Treg purifiés issus
du donneur et des DC issues du receveur en présence d’IL-2, d’IL-15 et rapamycine®. Ce
protocole permet de genérer des Treg immunosuppressifs specifiques de miHA et conservant
I’expression de FoxP3 et de TGF. Un premier essai clinique de phase I testant I’injection de
LT régulateurs CD4*CD25" issus de sang de cordon a été mené®. Aprés un tri CD25", la
proportion de LT régulateurs CD4*CD25" était de 65% puis de 86% aprés expansion. Leur
protocole a été revu afin d’obtenir un plus grand nombre de LT régulateurs en utilisant des CPA
artificiels (cellules K562 transduites pour exprimées le CD64 et CD28) afin de re-stimuler les
Treg®. Cette nouvelle approche respectant les BPF a montré son efficacité a accroitre la
quantité de Treg générés tout en conservant leurs capacités immunosuppressives in vitro et in

Vivo.

Une équipe parisienne a montré que les Treg obtenus apres stimulation par les CPA du receveur
et donc spécifiques des antigénes du receveur, étaient plus efficaces pour prévenir la GvHD
aigle que des Treg obtenus par expansion polyclonale et induisaient une meilleure

reconstitution immunitaire post-allogreffe®®-5L,

1.3. Prévention de la GVHD par les Treg

Les Treg naturels (nTreg) sont des lymphocytes sélectionnés pour leur grande affinité dans le
thymus tandis que les Treg induits (iTreg) se développent en dehors du thymus aprés

stimulation antigénique immunogeéne a partir de LT conventionnels.

Etant donné leur présence naturelle au sein de 1’organisme, les nTreg ont été les premiers a étre
explorés pour une potentielle utilisation en thérapie cellulaire. Cependant, les nTreg sont
instables en conditions inflammatoires et peuvent transiter vers un phénotype Th17 sous

’influence de I'TL-6%254 Les premiers essais pré-cliniques ont montré que les Treg
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CD4*CD25" isolés de la rate ou de la MO de souris C57BL/6 ont prévenu la survenue de GvHD
aiguie induite chez la souris BALB/c®. En revanche, un ratio Treg:Teff de 1:1 était nécessaire
pour avoir un effet in vitro et in vivo vis-a-vis de la GvHD. Sachant que les Treg ne représentent
que 5a10% des LT CD4", il est nécessaire de les expandre. Comme décrit plus haut, en tenant
compte de I’efficacité en pré-clinique de I’expansion de Treg immunosuppressifs en présence
d’une CPA artificiellement chargée d’un anti-CD3%, les premiers essais cliniques utilisant les
nTreg ont pu étre initiés. Chez la souris, deux études font référence et ont permis d’apporter des
preuves de ’efficacité des Treg dans la prévention de la GVHD et d’accélérer la mise en place
d’essais chez ’Homme. La premiére étude menée par Edinger et al. ont montré que les Treg ne
diminuaient pas 1’activation et la prolifération des Treg mais leur prolifération et I’accumulation
de cytokines pro-inflammatoires®’. L’effet GvL était préservé en présence de Treg car ces
derniers ne diminuaient pas la cytotoxicité des LT CD8" mais ; il fallait toutefois un nombre de
Tconv suffisant pour éviter une rechute tumorale puisque leur prolifération était inhibée par les
Treg. La seconde étude a également étudié la prévention de la GvHD tout en préservant I’effet
GVL®®. La encore les auteurs montrent qu’un ratio Treg/TCD8+ 1:1 est nécessaire a la
prévention de la GVHD ; de plus ils s’intéressent a la reconstitution immunitaire. Les Treg
spécifiques d’un allo-Ag du receveur permettent une meilleure reconstitution immunitaire et
par conséquent une meilleure prévention de la GvHD par rapport a des Treg issus d’un 3°
donneur. Cependant, les auteurs montrent dans un second modéle de GvT une perte de cet effet,
les raisons évoquees étaient que soit les Treg inhibent I’effet GvT tout en prévenant la survenue
de la GvHD car ces deux effets sont médiés par les mémes voies, soit I’élimination des cellules
tumorales dépend principalement de I’alloréactivité des LT du donneur qui est au final diminuée

par les Treg.

Le premier essai chez ’Homme a été fait par une équipe polonaise en 2009 chez deux patients
irradiés accidentellement pour qui le traitement immunosuppresseur standard n’a pas été
efficace®. Les Treg ont été purifiés a partir de Buffy coat de deux donneurs familiaux, les LT
CDA4" ont été triés magnétiquement puis par tri cellulaire par cytométrie en flux, les cellules
CD4*CD25M""CD127 ont été isolées puis mises en culture en présence d’IL-2 et de billes
coatées anti-CD3/anti-CD28 pendant 3 semaines. Si un seul patient atteint de GvHD aigie a été
traité avec trois injections d’une dose de 3 x 10° cellules/kg, les auteurs ont mis en évidence
une perte de I’expression de FoxP3 a chacune des 3 injections (I’autre patient a été traité dans

le cadre d’une GVHD chronique). Le patient, malgré une amélioration clinique, est décédé d’une
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défaillance multiviscérale sans lien établi avec I’injection des Treg, la source de Treg ayant été

épuisée pour ce patient au cours de 1’essai.

D’autres essais cliniques ont été meneés, dont un qui a permis de déterminer des doses de Treg
a partir de sang de cordon®’. Dans un essai de phase | en escalade de doses, les Treg étaient
isolés a partir de sang de cordon matchant pour le HLA et triés positivement pour I’expression
de CD25 puis expansés par des billes coatées anti-CD3/anti-CD28 et IL-2. lls étaient ensuite
injectés a des doses croissantes de 1, 3, 10 ou 30 x 10° cellules/kg chez 23 patients. Deux
cohortes ont été définies, une recevant une seule injection de Treg a J1 et la seconde recevant
une 2e injection a J15 aprés la transplantation de 30 x 10° cellules/kg. 26% des patients
n’avaient pas recu les doses prescrites a cause d’une expansion ex vivo insuffisante. Quelle que
soit la dose, aucune toxicité n’était a déplorer. L’injection de Treg avait permis de diminuer
I’incidence de GvHD aigiie de grade II-1V, quelle que soit la dose, sans effets néfastes en
comparaison a une cohorte historique de 108 patients mais la survie sans maladie ne différait

pas entre les groupes traités par Treg et la cohorte historique.

Un autre essai a permis de montrer que les Treg peuvent étre utilisés en prophylaxie dans la
GVvHD chez des patients ayant subi une greffe HLA-haploidentique sans recevoir
d’immunosuppresseurs en post-transplantation®. Les Treg ont été isolés par déplétion des
cellules CD19+ et CD8+ puis enrichissement de la fraction CD25+. Les Treg ainsi générés
exprimaient les marqueurs CD4+CD25+ a plus de 90% et le marqueur FoxP3+ a plus de 50%.
Les 28 patients inclus, apres conditionnement, ont recu une dose de Treg a J-4, puis a JO une
dose de cellules CD34+ et de Tconv isolés de PBMC. Seuls 26 patients ont été évaluables a
I’issue de la greffe. Un premier groupe de 4 patients a recu une dose de 0.5 x 108 Tconv/kg et
2 x 10° Treg/kg. Une augmentation de dose de Tconv a 1 x 108 Tconv/kg a été décidée pour le
second groupe de 17 patients car le premier groupe ne montrait pas de signe de GvHD aigue,
puis une derniére escalade de dose pour le dernier groupe de 5 patients qui a recu 4 x 10°
Tconv/kg. La seule prophylaxie recue en post-transplantation était une prophylaxie anti-
infectieuse. 93% des patients présentaient un bon chimérisme et seulement 2 patients ont
développé une GvHD aigiie de grade > II, ces patients appartenant au groupe traité avec les
fortes doses de Tconv. Au final, 13 patients sont décédés de complications infectieuses,
viscérales et de GvHD, 12 patients étaient en vie et ne montraient pas de signes de maladie

aprés un suivi médian de 12 mois.
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Néanmoins, plusieurs problémes persistent comme I’expansion des Treg et le fort ratio de 1:1
voire 2:1 (Treg :Teff) nécessaire a la prévention de la GvHD. Il existe actuellement trois essais
cliniques en cours utilisant les Treg dans la prévention de la GvHD aigtle (clinicaltrial.gouv.fr
consulté le 10/09/20)%°. L’équipe d’Anasetti méne actuellement un essai clinique évaluant
I’injection de Treg expansés grace aux DC du receveur dans la prévention de la GvHD aigiie.
L’administration étant faite 2 jours avant 1’allogreffe avec une dose standard de sirolimus ou
tacrolimus (NCT01795573). La majorité des essais évalue

I’intérét des Treg dans la GvHD chronique.

Le principal inconvénient de cette thérapie adoptive de Treg est la quantité insuffisante de Treg
géneérés apres expansion ex vivo, pouvant limiter son utilisation en clinique, mais aussi une

faible expression voire une perte de FoxP3+.

2. Les cellules souches/stromales mésenchymateuses

Les cellules souches/stromales mésenchymateuses (CSM) sont des cellules multipotentes
capables de se différencier en plusieurs types cellulaires. 1l a été montré que les CSM
atteignaient les sites inflammatoires ou elles exerceraient des effets immunorégulateurs en
permettant la réparation tissulaire. La premiére utilisation chez I’Homme a été décrite par Le
Blanc et al. en 2004. Ils décrivent 1’utilisation fructueuse de CSM de la mére injectées chez son
enfant de 9 ans avec une GvHD aigie de grade IV, un an apres le patient était cliniquement
stable.

Les CSM, n’exprimant pas a leur surface le CMH de classe II, le CD80, CD86, CD40 et CD40

ligand, ne peuvent donc pas initier une réponse allogénique.

2.1. Mécanismes d’action
Les CSM sont capables d’interagir avec plusieurs types cellulaires impliqués dans la réponse
immunitaire, expliquant ainsi leur intérét dans la prévention de la GvHD ou bien de maladies
auto-immunes’*"3 (Figure 9). Les fonctions immunomodulatrices des CSM sont exacerbées en

présence d’un environnement inflammatoire, notamment en présence d’IFN-y en combinaison

avec d’autres cytokines pro-inflammatoires.

e Interaction avec les LT
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La coculture avec des CSM induit une diminution de la prolifération et des fonctions effectrices
des Thl et Th17 et une augmentation de la production d’IL-4 par les lymphocytes T helper de
type 2 (Th2). De plus, les CSM empécheraient physiquement I’interaction LT/ APC,
indépendamment du fait que le LT soit naif ou spécifique d’un antigéne’®. Les CSM inhibent

également 1’expansion des LT CD8+ mais aussi leur cytotoxicité’.

Les CSM induiraient I’anergie des LT, avec un arrét du cycle a la phase GO/G1 du cycle

cellulaire des LT stimulés’®’’,

Aussi, il a été mis en évidence dans un modele murin de maladies auto-immunes que les CSM
via la voie Fas/FasL induisent I’apoptose des LT'®. En effet, la sécrétion de MCP-1 par les CSM
régulée par Fas permet le recrutement de LT, I’apoptose des LT étant médiée par FasL. Ces LT
apoptotiques vont ensuite étre phagocytés par les macrophages qui vont produire de forts taux

de TGF-B et permettre un accroissement de la population de Treg.

La stimulation des CSM par le TLR-2 augmente la production d’IDO et donc la dégradation du
tryptophane nécessaire a la prolifération des LT'®. D’autres médiateurs solubles produits par
les CSM sont responsables de I’immunosuppression engendrée comme la prostaglandine E2
(PGE2), le TGF-B1, I’hepatocyte growth factor (HGF)!. La sécrétion de PGE2 est notamment
augmentée lorsque les CSM sont incubées avec du TNF-a et de I’IFN-y. Une équipe frangaise
a montré que 1’expression de HLA-G & la surface des CSM entrainait une immunosuppression
vis-a-vis des LT®. De méme, les CSM sécrétent une forme soluble de HLA-G, I’isoforme HLA-
G5, de fagon dépendante de I’IL-10 et impliquant un contact cellulaire CSM/LT qui inhiberait
la prolifération des LT allogéniques et permettrait 1’expansion des Treg®. De plus, HLA-G5

abroge la cytotoxicité des cellules NK et la sécrétion d’IFN-y.

Les CSM expriment PD-L1 dont la liaison avec PD-1 a la surface des LT va inhiber leur
prolifération et leur fonction effectrice. 1l a été aussi montré que les CSM sont capables de
sécréter la forme soluble des ligands de PD-1 qui va entrainer une diminution de la réponse T®2,
De plus, la galectine-1 et la galectine-3 sécrétées par les CSM sont aussi impliquées dans leurs

mécanismes immunorégulateurs®84,

Les CSM induisent également une augmentation de la différenciation de Treg a partir de LT
naifs. La sécrétion de TGFP par les CSM serait responsable de 1’expansion des Treg®. De plus,
il a été montré que les Treg incubés avec les CSM auraient une capacité immunosuppressive
accrue via I’interaction PD-1/PD-L1 et I’IL-10°%.
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e Interaction avec les DC

L’ajout de CSM au cours de la différenciation des DC induit I’inhibition de 1’expression de
CD1la, CD80, CD86, CD40 et HLA-DR et prévient I’augmentation de I’expression des
marqueurs de co-stimulation CD40, CD86, CD83 au moment de leur maturation®’. Au niveau
sécrétoire, les CSM induisent une baisse de la production de TNF-a. par les cellules immatures
ainsi qu’une augmentation de 1’IL-10 par les DC matures’®. Le PEG2 jouerait aussi un role dans
I’inhibition de la maturation et de la fonction de DC dérivant de monocytes par les CSM®,
Enfin, il a été montré in vitro et in vivo une diminution de I’expression des marqueurs de homing
CCRY et CD49d par les DC cocultivés en présence de CSM, empéchant leur migration au
niveau des nceuds lymphatiques et donc le priming des LT%. Au final, les CSM interférent dans
la génération de DC matures d’origine monocytaire ou dérivant de cellules progénitrices

CD34+, pouvant impliquer des facteurs solubles ou bien encore un contact cellulaire®’.
e Interaction avec les LB

Les CSM inhibent la prolifération des LB a la phase GO/G1 du cycle cellulaire et également
I’expression des chémorécepteurs CXCR4, CXCR5, CCRY7 ainsi que des ligands de CXCR4,
CXCR5 et les chémokines CXCL12 et CXCL13 affectant donc leurs propriétés
chimiotactiques®. On note également une baisse de la sécrétion d’immunoglobulines (Ig) IgM,
IgA et IgG témoignant d’une inhibition de la différenciation des LB en plasmocytes. De plus,
la réponse B étant principalement cellule T-dépendante, I’inhibition des LT entraine I’inhibition
des LB.

e Interaction avec les NK

Les CSM diminuent la production d’IFN-y par les cellules NK activées en réponse a la sécrétion
de PGE2, IDO et HLA-G5 par altération de leur phénotype®:. Les CSM inhibent aussi la
prolifération des NK induites par I’'IL-12 de fagon importante mais elles restent sensibles a la

cytotoxicité des NK en cas de faible expression de HLA-I & leur surface®.
e Interaction avec les macrophages et les polynucléaires neutrophiles

Les CSM induisent la différenciation des macrophages en macrophages de type 2 (M2)
sécrétant de I’TL-10 via la sécrétion d’IL1-RA®® mais aussi par la sécrétion d’IDO%. De méme,
les CSM sécretent de 1I’'IL-6 qui serait responsable de la différenciation des monocytes en

cellules myéloides apparentées & des macrophages M2%. 1l a également été montré in vivo et in

51



vitro que le TNFa-stimulated gene protein (TSG6) sécrété par les CSM inhibait 1’activité NFxB

des macrophages, des DC et des LT helper via le récepteur CD44. De plus, le PGE2 sécrété par

les CSM aprés activation par le LPS et le TNFa entrainerait la sécrétion d’IL-10 par les

macrophages.

Les CSM sont aussi capables d’inhiber le burst oxydatif des polynucléaires neutrophiles via la

production d’IL-6 mais aussi de s’opposer & leur apoptose®.
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Figure 9 : Mécanisme d’action des CSM. Les CSM agissent sur les acteurs de la réponse immunitaire innée et

adaptative via des médiateurs solubles mais également un contact cellulaire.
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Les CSM sont ainsi capables d’agir sur la totalité des effecteurs de la réponse immunitaire et
apparaissent comme une thérapie cellulaire prometteuse.

2.2. Génération des CSM

Les sources de CSM sont diverses, MO, tissu adipeux, sang de cordon, placenta ou encore gelée
de Wharton (tissu conjonctif présent au niveau du cordon ombilical). Les CSM issues de MO
sont majoritairement utiliseées en clinique dans le traitement de la GvHD. A cause de leur faible
présence au sein de 1’organisme, il est nécessaire de les expandre ex vivo par culture dans du
sérum de veau feetal (SVF). Cependant, afin d’utiliser cette thérapie en clinique, I’utilisation de
lysat plagquettaire humain a été testée et a montré de bons résultats®”. L’International Society of
Cellular Therapy (ISCT) a défini des critéres de standardisation concernant la culture et la
caractérisation des CSM® :

e Adheérence au plastique dans les conditions standard de culture

e Expression des marqueurs CD105, CD73, CD90 positifs (>95%) et absence des
marqueurs suivants : CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19, HLA-DR
(£2%)

e Différenciation in vitro en ostéoblastes, adipocytes, chondroblastes

Les CSM sont généralement collectées aprés 1 ou 2 passages car elles perdent leurs propriétés

apres plusieurs passages.

2.3. Les CSM dans la prévention de la GVHD aigle

Le premier patient traité par injection de CSM était un enfant de 9ans atteint de leucémie aiguie
lymphoblastique et présentant une GvHD aigiie de grade 1V au niveau du tube digestif et du
foie, résistante a plusieurs lignes de traitement, suite a une greffe allogénique de CSH™®. Aprés
une premiere injection de CSM issues de la MO de la mere, les signes digestifs ainsi que la
bilirubine ont drastiquement diminué mais la diminution de la CsA s’est accompagnée de la
réapparition de diarrhée ; aussi une seconde injection a été effectuée. Les troubles digestifs ont
de nouveau diminué de facon importante mais des Iésions de GvHD chronique ont été détectées
au niveau du foie. La méme équipe, dans un essai multicentrique de phase I, a évalué sur 55
patients atteints de GvHD aigiie de grade III ou IV réfractaire aux corticoides I’intérét d’une
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dose unique de CSM de 1,4 x 108/kg (médiane) en association avec une prophylaxie comprenant
de la CsA en association avec des injections intraveineuses de méthotrexate (MTX, inhibiteur
de la dihydrofolate réductase) ou MMF®. Trente patients ont eu une réponse compléte au
traitement et 52% d’entre eux étaient vivants a 2ans, 9 patients avaient une réponse partielle.
Les auteurs ne décrivent pas de toxicité a I’injection. D’autres essais pilotes ont ét€ menés dans
le traitement de la GvHD aigle réfractaire aux corticoides avec des résultats plutot
encourageants en terme de diminution, voire de résolution compléte de la GvHD aigie, de
survie et d’amélioration rapide des signes cliniques et biologiques'®®2%, Une équipe japonaise
a montré dans un essai de phase I/ II puis de phase II/III I’efficacité de CSM dans le traitement
de la GVHD aig(ie réfractaire aux corticoides!?1%, Ces résultats ont permis d’autoriser les CSM

pour le traitement de la GvHD aigue au Japon.

L’intérét de I’injection de CSM dans la prévention de la GvHD aigiie a également été largement
étudié. Une premicre étude a évalué I’intérét d’une greffe de CSM issues du méme donneur
HLA-identique de CSH (MO ou CSP) chez 46 patients adultes'®. La dose était de 1, 2.5 ou 5
x 10° CSM/kg. Les auteurs ont montré que la co-transplantation était slre, sans toxicité au
moment de 1’injection de CSM. La survie globale a 2 ans était de 78% tandis que la survie sans

progression était de 53%.

En 2007, Ball et al. ont publié¢ les résultats d’un essai multicentrique de phase I-11 dans la
prévention de la survenue de GvHD par les CSM apres une greffe de CSH issues de donneurs
non apparentés chez 14 enfants atteints de cancers hématologiques ou non'®. Les CSM étaient
issues de la MO du méme donneur et les doses injectées étaient comprises entre 1-5 x 10°
CSM/kg avec une dose moyenne injectée de 1.6 x 10® CSM//kg, sans signe de toxicité au
moment de I’injection. Les auteurs ont comparé les résultats avec une cohorte historique
comparable de 47 patients, ne trouvant pas de différence significative en termes de rejet de
greffe et de reconstitution immunitaire. Cependant, la reconstitution de la population de NK a
été plus rapide dans le groupe traité par CSM (p=0.02) mais le temps de suivi étant différent,
les deux groupes n’étaient pas comparables pour la survie. Une nouvelle fois, les auteurs
concluent que la co-transplantation est sans risque et avec un possible effet sur reconstitution

hématologique et la diminution du risque de rejet.

Un essai randomisé a inclus 30 patients de 17 a 52 ans atteints de cancers hématologiques traités
par greffe de CSH issues de donneurs apparentés, 15 patients dans le groupe traité par CSM et
15 patients dans le groupe non traité'!°, La dose de CSM, issue de la MO du donneur de CSH,
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prévue était de 1-2 x 10 CSM/kg mais a cause de probléme d’expansion, seuls 2 patients ont
recu la dose requise et seuls 10 patients sur les 15 ont été traités car les CSM n’ont pas pu étre
produites & partir de 5 donneurs. Seulement 11.1% des patients dans le groupe traité ont
développé une GvHD aigle de grade 11 contre 53.3% dans le groupe non traité, il n’y avait pas
de patients atteints de GvHD de grade III ou IV dans les deux groupes. Il n’y avait pas de
différence au niveau de la survie globale entre les groupes, en revanche il a été noté un taux de
rechute plus important dans le groupe traité (60% versus 20% a 3 ans, p=0.02), en particulier
dans les 6 mois post-transplantation et une plus faible survie sans maladie (30% versus 66.7%,
p=0.035). Ces résultats amenent a une grande prudence quant a I’utilisation des CSM. D’autres
essais pilotes ont été menés et ameénent a la conclusion que I’injection de CSM n’engendrait pas
de toxicité et une plus faible incidence de la GVHD aigiie*'* 13, Une étude rétrospective propose
d’évaluer la réponse au traitement a 1 semaine pour prédire la réponse clinique contre 28 jours
habituellement qui permettrait d’obtenir des informations importantes pour la suite de la prise
en charge!*. Dans cette étude, la dose injectée ainsi que 1’organe touché étaient de forts facteurs

prédictifs de réponse au traitement.

Ces résultats sont a prendre avec précaution, les résultats nécessitant d’étre vérifiés dans des
essais cliniques randomisés de grande envergure. A noter que le probléme d’expansion des
CSM apparait dans plusieurs études'®*!%1! Dans une revue publiée en 2019, Fisher et al.
évaluent les preuves d’efficacité et de sécurité de 1’injection de CSM en post-transplantation de
CSH de 12 essais cliniques randomisés terminés®. Les auteurs montrent que I’injection de CSM
n’a pas prouvé de facon certaine son efficacité dans la prévention et le traitement de la GVHD
aigle. Les preuves sont faibles quant a leur efficacité a diminuer le risque de GvHD chronique
et aigle. Cela pourrait étre di a la diversité des protocoles entre les centres, que ce soit au
niveau de la source de CSM, des critéres requis pour la libération des lots de CSM ainsi que
I’hétérogénéité des spécifications du produit ce qui peut rendre les résultats des études
difficilement comparables entre eux et donc la conclusion de I’efficacité des CSM dans la
GVvHD!®, Les CSM ne montrent que peu ou pas de différence en termes de risque de mortalité
en prophylaxie ou en traitement comparé aux groupes non traités. Dans une revue, Cheung et
al s’interroge sur la possibilité d’avoir des biomarqueurs pour prédire la réponse au traitement
pas CSM6, 1’¢tude de la variation d’expression des biomarqueurs classiquement utilisés pour
le diagnostic de la GVHD (IL-2Ra, TNFR1, IL-8, HGF, etc) aigue ne permet pas de conclure a
leur intérét car les études sont discordantes. De méme pour 1’utilisation des molécules ou voies

cellulaires connues pour étre responsable de 1’activité immunosuppressive des CSM in vitro et
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en pré-clinique (proportion de Treg, IL-6 ou HLA-G sériques). En revanche, les auteurs
questionnent I’intérét de mesure la réponse cytotoxique chez le receveur car il a été montré que
les CD8 et NK sont responsables de I’apoptose des CSM libérant alors de I’'IDO et du PGE2,
par efferocytose, responsables de 1’effet immunosuppressive des CSM chez I’Homme. Des
essais de cytotoxicité pourraient étre standardiseés et permettre de standardiser la sélection des
« meilleurs lots » de CSM, une stratification des patients capables de répondre au traitement
mais également de les monitorer par le dosage de la PGE2 sérique.

Il'y a actuellement 13 essais cliniques enregistrés dans le monde (clinicaltrial.gouv.fr, consulté
le 10/09/2020) évaluant la transplantation de CSM dans la GvHD. Un premier produit de
thérapie cellulaire avait méme été développé par Osiris Therapeutics, le Prochymal® mais dont
I’efficacité dans le traitement le GvHD réfractaire aux stéroides a été mise en cause apres
I’échec d’un essai de phase III aux Etats-Unis, le critere de jugement principal (réponse
complete durable, i.e >28 jours) ne montrant pas de différence significative entre le groupe
traité et le groupe placebol?’. Les résultats de cet essai américain différent de ceux obtenus en
Europe, I’explication principale étant la production industrielle du Prochymal® alors que les
essais européens utilisent des CSM produites institutionnellement. Dans une revue publiée en
2013, I’auteur propose de s’intéresser a d’autres paramétres de génération des CSM comme
I’analyse des cellules a différents passages ou bien encore sur leur fonctionnalité qui ne font

pas partie des critéres définis par ’ISCT*8,

3. Les cellules progénitrices adultes multipotentes

Les cellules progénitrices adultes multipotentes (MAPC) sont des cellules non-immunogeénes
qui sont dérivees de cellules souches adultes issues de MO. C’est-a-dire qu’elles peuvent étre
injectées chez un individu de fagon allogénique sans induire de réponse immunitaire. Elles ont
des capacités immunomodulatrices, immunosuppressives mais aussi de regénération tissulaire.
Elles sont différentes des MSC par le phénotype et leur fonction*'°. De plus, les MAPC peuvent
se différencier en plusieurs types cellulaires et non pas seulement en cellules mésenchymateuses
comme les MSC. Les MAPC presentent donc des propriétés intéressantes pour la prévention de
la GVHD.

3.1. Isolation et expansion des MAPC
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Les MAPC de grade-clinique sont isolées de MO de donneurs sains apres consentement puis
mises en culture dans des flasques coatées avec de la fibronectine sous 5% de CO2 et 37°C.
Les cellules sont en culture dans un milieu riche en facteurs de croissance puis passees tous les
3 a 4 jours. Les cellules sont comptées a chaque passage et il est possible de calculer le
doublement (population doubling, PD) de la population peut étre calculé. Le PD est le nombre
de fois que la population a doublé depuis la premiere isolation. 1l est calculé par la formule

suivante :

Ch
PDh = PDi + log2 i

PDi : PD initial ; Ch: nombre de cellules collectées aprés passage ; Ci : nombre de cellules

mises en culture initialement

Il a été montré que lorsque le PD atteint les 40, il n’y a pas d’altération du phénotype et de la
vitesse de croissance cellulaire'?®. C’est une caractéristique importante des MAPC, notamment

pour une production a grande échelle.

Le phénotype des cellules est ensuite contrdlé. Les cellules doivent étre positives (>90%) pour
le CD90, CD44 et négatives pour le CMH 1l et le CD45'%122, | es MAPC peuvent étre

congelées pour une utilisation ultérieure.

3.2. Mécanismes d’action dans la GvHD

Les premiéres études pré-cliniques ont été menées chez la souris et le rat'?412, Dans une étude
chez le rat, il a été testé deux schémas d’injection?!. Une unique injection a J1 ou une injection
a J1 puis J5, JO étant le moment de I’injection de MO et LT. La dose de MAPC injectée était
de 10 x10%/kg. La survie était significativement améliorée dans le groupe traité avec deux
injections. D’un point de vue immunologique, les MAPC montrent un fort pouvoir
immunomodulateur. Elles inhibent la prolifération de LT allogéniques et sont capables
d’inhiber la prolifération des LT quand elles sont ajoutées 3 jours apres le début d’une réaction
lymphocytaire mixte. Contrairement aux CSM, les MAPCS n’agissent pas sur I’inhibition de
la prolifération des LT via les Treg. Il semblerait que ces fonctions immunosuppressives
seraient dues a des facteurs solubles et plus précisément ’'IDO. Cependant, I’effet de I’'IDO
dans les capacités immunosuppressives n’est pas retrouvé lorsque les MAPC sont d’origine
murine'?®, En revanche, les MAPC murines sécrétent de la PGE2 qui a un effet sur la
prolifération lymphocytaire. Cette observation in vitro a été confirmée in vivo. Ici, les MAPC
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ont éteé injectées directement dans la rate des souris et il a été montré que le traitement par
MAPC améliorait significativement la survie des souris. Lorsque les MAPC sont dérivées de
MO humaine, il a été montré qu’une stimulation par I’IFN-y augmentait I’expression des CMH
I et 11 mais sans effet sur les molécules de co-stimulation CD80, CD86, CD40 tout en conservant

leur propriétés immunosuppressives'®

. Quant a I’identification des facteurs solubles impliqués
dans ces propriétés elle semble étre difficile puisque les MAPC sécrétent peu ou pas d’IL-10,
et que I’inhibition de la PGE2 et de I’'IL-10 n’a pas d’effet sur la restauration de la prolifération
lymphocytaire. Cependant, I’IDO semble étre en partie responsable de I’activité inhibitrice des

MAPC.

3.3. Prévention de la GvHD

Un premier essai de phase | a permis a définir le schéma thérapeutique de MAPC produit de
facon industrielle’?*, Multistem® (Athersys) est obtenue a partir de MAPC issues de MO
d’adultes sains et expandues ex vivo. Multistem® est injectée par voie intraveineuse 6h apres
sa décongélation. Deux bras ont été définis, le premier bras consiste en une injection unique a
J2 de 1, 5 ou 10 millions de MAPC/kg. Le second bras consiste en une injection hebdomadaire
de 1 ou 5 millions de MAPC/kg a J2, J9 et J16 ou bien une injection hebdomadaire de 5 millions
de MAPC/kg a J2, 19, J16, J23 et J30. Le critére d’évaluation principal était la toxicité a J30.
Les criteres secondaires étaient 1’incidence de GvHD aigiie, 1’incidence des infections et la
survie a 100 jours. Les patients suivaient une prophylaxie par MTX + CsA ou MTX +

tacrolimus.

Seulement 3 patients ont eu une toxicité dans les 30 jours apres traitement, les doses maximales
tolérées ont éte définies comme étant une dose unique de 10 millions de MAPC/kg ou bien une
dose hebdomadaire de 5 millions de MAPC/kg pendant 5 semaines. Parmi les 36 patients, 24
ont eu une infection avec un total de 62 infections dans 1’étude, elles étaient principalement
d’origine bactérienne et virale. Dans 1’étude, 39% des patients ont eu 2 infections ou plus, 40
infections ont été definies comme modérées et 22 comme severes (dont 1 infection ayant
entrainé la mort). Le nombre d’infections était de 30 dans le bras a dose unique et de 32 dans
le bras a doses répétées. Quant a la rechute, 3 patients ont subi une rechute due a une interruption
de leur traitement immunosuppressif afin d’accroitre I’effet GvL. La survie globale a J100 pour
tous les patients était de 91.1% et la survie sans maladie de 81%. L’incidence de la GvHD aigle
dans les 100 jours pour tous les patients était de 37% pour les grades Il & 1V et de 14% pour les
grades Il a V. Au final, cet essai de phase I a montré que I’injection de MAPC était
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prometteuse car elle était bien tolérée, sans danger et que I’incidence de GvHD aigiie n’était
pas accrue par le traitement. Les auteurs ont conclu que la dose unique de 10 millions de
MAPC/kg injectée a J2 apres la transplantation serait efficace et sans danger en prophylaxie
dans la GvHD.

Multistem® (Arthersys) a recu le statut de médicament orphelin par la Food and Drug
Administration (FDA) et de I’European Medicine Agency (EMA). Un essai de phase III est en
cours d’évaluation spéciale de protocole (Special Protocol Assessment, SPA) par la FDA. Le
SPA est un processus qui permet a une industrie d’avoir I’accord de la FDA sur le design de
I’étude clinique, les critéres d’évaluation principaux et aussi 1’analyse statistique. Ceci permet
de mener une étude clinique sans crainte d’avoir un rejet de 1’étude par la FDA remettant en

cause le design de I’essai.

4. Les lymphocytes invariants Natural Killer T

Les lymphocytes invariants natural killer T (iNKT) sont des LT exprimant un TCR semi-
invariant. Ces LT représentent moins de 1% des LT circulants. Ces cellules de I’immunité innée
reconnaissent des Ag lipidiques bactériens présentés par le CD1d. Il existe 2 sous-types de
cellules INKT :

- les CD4+ qui expriment entres autres FasL

- les CD4- exprimant le récepteur NKG2A et sécrétant de la perforine

Les cellules iINKT peuvent inhiber la réponse immunitaire et induire une tolérance ou bien
favoriser la réponse anti-tumorale ou anti-infectieuse selon le contexte et les cytokines produites
dans I’environnement. Une premiére étude dans deux modeles murins de transplantation de
CSH chez la souris C57BL/l et BALB/c avec un mismatch HLA a montré, aprés un
conditionnement non myeéloablatif, une prédominance de cellules NK1.1*'TCRof3 dans la
population des LT, qui auraient des propriétés immunosuppressives et donc un intérét dans la
prévention de la GvHD'®. Ces cellules seront plus tard identifiées comme des iNKT.
L’augmentation de cette population régulatrice est corrélée a I’augmentation de la production
d’IL-4, via la liaison de (I’alpha-galactosylcéramide) (a-GalCer) exprimé par la CPA et le
CD1d a la surface des iNKT. Les iNKT de 1’hote vont polariser les LT du donneur selon un

59



type Th2 et inhibent la sécrétion d’IFN-y et TNF-a par les LT, leur prolifération et I’infiltration
des organes cibles de la GvHD (Figure 10). Ces effets sont entretenus par 1’expansion des
myeloid-derived suppressor cells (MDSC) et Treg. De plus, les INKT sont capables de tuer de

facon directe ou indirecte les cellules leucémiques.
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Figure 10 : Les iNKT préviennent la survenue de la GvHD tout en conservant I’effet GvL aprés conditionnement
non-myéloablatif. L’expansion des iNKT de I’héte est assurée par le conditionnement. Via ’interaction avec les
CPA grace au CD1d, les iNKT du donneur et du receveur se multiplient, produisent de I’IL-4 qui va permettre la
polarisation des LT du donneur en Th2 et I’expansion des MDSC. On observe une diminution de la prolifération
des LT du donneur, une diminution de leur production d’TFN-y et TNF-a mais également une baisse de I’infiltration
des organes cibles par les LT. On observe aussi I’expansion de nTreg via la production d’IL-4 et la présence des
MDSC. Les iNKT sont capables de cytotoxicité directe vis-a-vis des cellules leucémiques mais aussi de

cytotoxicité indirecte par la stimulation de la production de LT CD8+ et cellules NK aprés activation par les DC*?°,

4.1. Isolation ou expansion des INKT

Dans les modéles murins de GvHD, les iINKT sont isolés par FACS (fluorescent-activated cell
sorter) a partir de splénocytes murins'?’'2°. Une approche d’expansion ex vivo consiste en

I’expansion des iINKT a partir de PBMC isolés de sang de patients sains. Les PBMC humains
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ou bien les splénocytes murins sont mis en culture avec de 1’a-GalCer et de 1’IL-2 recombinante
humaine pendant 4 a 15 jours selon les protocoles3®133, Un produit pharmacologique, le RGI-
2001, qui est une formulation liposomale de I’a-GalCer a obtenu en 2012 aux Etats-Unis le
statut d’Orphan Drug Designation par la FDA. 11 a ét¢ montré que la forme liposomale induirait
la production d’IL-10 par les iNKT et LB et donc 1’expansion de DC tolérogénes et de Treg*?®.
En 2017, les résultats d’un essai de phase Ila ont été publiés, montrant une prévention de la
survenue de la GvHD aigue lors du traitement par RG1-2001 associé au sirolimus, par expansion
des Treg, agissant probablement en synergie®®*. Cet essai multicentrique a évalué deux doses
de RGI-2001, 14 patients ont recu 1.0ug/kg et 15 patients ont recu 100ug/kg en dose unique,
injectés 30 minutes apreés la transplantation de CSH de donneur non apparenté. Chez les patients
répondeurs, définis comme des patients ayant plus de 12% de cellules CD4*CD25MCD127'%"
parmi les CD4" LT, il a été observé un plus grand pourcentage de cellules FoxP3* (p=0.012),
Helios+ (p=0.0002). Les patients répondeurs développaient moins de GvHD de grade 11 a IV
(12.5% versus 52.4%) et de GvHD de grade I11-1V (0% versus 9.5%). L’injection de RGI-2001

a donc montré des résultats encourageants, palliant les potentiels problémes liés a 1I’expansion

ex vivo des iINKT avant leur injection.

4.2. Intérét des cellules INKT dans la GvHD

Plusieurs équipes ont montré, dans des modéles murins de GvHD, la capacité des cellules INKT
du receveur ou du donneur a contrdler la GvHD sans perturber I’effet GvL12713013L135136 pe
premicre approche a été d’évaluer ’intérét des iNKT présents chez 1’hdte. En effet, il a été
montré que les INKT ont un effet anti-tumoral tout en protégeant de la GvHD aigiie'®’. De plus,
une des explications de 1’effet protecteur des iNKT de 1’hote serait I’expansion de Treg a partir
des Treg du donneur dans un modele de conditionnement d’intensité réduite, cette expansion
étant dépendante de la production d’IL-4 par les iNKT®, L’injection d’a-GalCer au moment
de la transplantation est efficace pour prolonger la survie et diminuer la sévérité de la GvVHD.
Ce traitement n’impacte pas la prise de greffe des cellules hématopoiétiques du donneur®. Une
autre étude a mis en évidence ’effet de I’a-GalCer dans la polarisation des LT. Dans un modele
murin knock-out (KO) pour CD1d, IL4 ou STATS6, I’injection du glycolipide au moment de la
greffe ne permettait pas de prévenir la survenue de la GvHD. Ces résultats montrent
I’importance des iNKT du donneur et de la production d’IL-4 par celles-ci dans 1’induction
d’une tolérance immunitaire. La polarisation des LT en Th2 est dépendante de STATS, la

polarisation Th2 étant nécessaire a la prévention de la GvHD.
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L’a-GalCer a également un impact sur une population cellulaire impliquée dans la tolérance
immunitaire que sont les Treg. Une étude japonaise a permis de montrer que la forme
liposomale de 1’a-GalCer entrainait une expansion de CD4+Treg notamment au niveau de la

rate & partir de nTreg permettant la prévention de la GvHD,

Une autre approche a été d’injecter des iNKT isolées du méme donneur que le donneur de CSH
ou bien d’un 3e donneur. Il existe plusieurs études qui ont montré avec succes 1’intérét de
I’injection d’iNKT dans la prévention de la GvHD aigiie tout en conservant ’effet GvL1%"
129137 Des doses trés faibles d’iNKT ont permis d’améliorer la survie et ce dés 1 x 10* et
jusqu’a 5 x 10* de NKT, ceci méme quand la source d’iNKT et de MO différent!?”1?8, Dans ces
études, il a été également montré que les iINKT protégeaient contre la GvHD aigue par

’expansion de Treg et la production d’IL-41%7128,

Mavers et al. ont montré I’intérét des iNKT chez I’Homme'#2. Aprés greffe, la persistance et la
rapide reprise des iINKT sont nécessaires pour prévenir la survenue de la GvHD. Le
conditionnement du patient a un effet important sur la préservation des iNKT, en effet, les
données précliniques ont montré qu’un conditionnement TLI/ATG'® (total lymphoid
irradiation/ anti-thymoglobuline) permettait I’expansion des iNKT de 1’hdte tout en conservant
I’effet GvL. Ces résultats ont été vérifiés chez 37 patients, et seulement deux patients ont
développé une GvHD aigiie’®. La population de CD4+ sécrétant de 1’TL-4 était augmentée chez
les patients ayant recu un conditionnement TLI/ATG et ces cellules diminuaient la prolifération
lymphocytaire comparées au groupe non traité ou avec irradiation corporelle totale (ICT). De
plus, la quantité d’iNKT présents dans le greffon influe sur la survenue de la GvHD aigiie. Une
équipe nantaise a montré chez 80 patients que si le nombre d’iNKT présents dans le greffon
était inférieur a la médiane (0.11 x 10%/kg), la survie sans progression et sans GvHD était de
22% comparée a un greffon contenant plus d’iNKT que la médiane et chez qui les patients ont

une survie de 49%44,

Moins étudié, le sous-type de cellules INKT CD4- a montré un potentiel effet dans
I’'immunorégulation lors d’une réponse allogénique avec notamment une inhibition de la
prolifération des LT et de la sécrétion d’IFN-y***1%®_ Plus récemment, 1’équipe du Pr. Rubio a
montré dans un modéle xénogénique de GvHD chez la souris NOD/SCID/IL-2Ryc™ (NSG) une
amélioration de la survie et une diminution du score de GvHD aprés administration de CD4-
iNKT en comparaison avec 1’injection de CD4+ iNKT*3, Ces cellules immunomodulatrices

sont capables de diminuer I’activation des LT mais également leur polarisation en Thl et Th17
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in vivo, mais n’impactent par leur prolifération. De méme, les CD4- INKT induiraient une
diminution du nombre de DC spléniques sans changement de leur phénotype a la maturation.
Cependant, d’autres études chez la souris ont montré un intérét des CD4+ iNKT dans la

prévention de la survenue de la GvHD via I’expansion de Treg tout en préservant I’ effet GvT*%8,

5. Les cellules suppressives dérivées de cellules myéloides

Les MDSC sont une population hétérogéne d’origine myéloide, composée de cellules
progeénitrices myéloides et de cellules myéloides immatures. Il existe trois sous-types de MDSC

basées sur leur phénotype’#’ :

e Les MDSC polymorphonucléaires (PMN-MDSC) : CD11b* CD14 CD15*

e Les MDSC monocytiques (M-MDSC) : CD11b* CD14* HLA-DR™° CD15°

e Les MDSC de stade précoce (e-MDSC) : Lin" (CD3/14/15/19/56) HLA-DR CD33"*
La principale caractéristique des MDSC est leur fort pouvoir immunosuppressif.

5.1. Mécanismes d’action

Les MDSC sont capables de perturber a la fois la réponse immunitaire innée et adaptative selon

plusieurs mécanismes*®-10 (Figure 11).
e Ladéplétion en acides aminés nécessaire a la proliferation des LT

La forte expression de ’arginase 1 (Argl) par les MDSC entraine le catabolisme de la L-
arginine, un acide-aminé non-essentiel, et aboutissant a la production d’urée et L-ornithine. De
méme, par séquestration de la cystéine et sa consommation, celle-ci n’est plus disponible pour
les LT. Tout ceci concourt a la sous-expression de la chaine { du CD3 et donc du TCR et un

arrét de la prolifération des LT par abolition du signal 3.

e Lamise en place d’un stress oxydatif par la production d’espéces réactives de I’oxygene

(ROS) et de I’azote (RNS) par les MDSC

Les MDSC produisent des ROS, notamment via la NADPH oxydase 2 (NOX2) et vont
également inhiber 1’expression de CD3( et bloquer la prolifération lymphocytaire. Il s’agit de
la caractéristique principale des PMN-MDSC®1%2 | es RNS, et en particulier le peroxynitrite
qui est le produit de I’interaction entre le NO et I’ion superoxyde, retrouvés dans le milieu
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extracellulaire vont quant a eux provoquer la nitration de la tyrosine au niveau du TCR des LT
CD8+, provoquer une rigidité du TCR et empécher la liaison peptide/CMH et donc ’activation
et la prolifération des LT. La phosphorylation de STAT3 fortement exprimé par les MDSC est
responsable de 1’augmentation de deux sous-unités de NOX2 qui sont la gp47 et la gp91 et de

la diminution de 1’activation et la prolifération des LT3,

e La surexpression de ’arginase 1 et d’iNOS

Les MDSC expriment fortement deux enzymes responsables du catabolisme de la L-arginine,
I’Argl et la nitric oxide synthase inductible (iNOS). Plusieurs mécanismes sont invoqués, la
diminution de I’expression de CD3(, I’inhibition de la cycline D3 et de la cyclin-dependant
kinase 4 (CDK4). La genération de NO via iNOS est le mécanisme d’action principal utilisé
par les Mo-MDSC®1152,

e Impact des MDSC sur la mobilité et la viabilité des lymphocytes

Les MDSC diminuent le homing des LT pour les organes lymphoides secondaires. En effet,
I’expression d’ADAM 17 par les MDSC va cliver la L-sélectine (CD62L) nécessaire aux LT
pour atteindre les organes lymphoides secondaires et les sites inflammatoires'*. De plus, le
peroxynitrite serait responsable d’une nitration de la chémokine CCL2, qui la rendrait inefficace
et empécherait la migration des LT CD8+ sur les sites tumoraux. Enfin, via I’expression du
TGF-B membranaire, les MDSC entrainent une anergie des NK, menant a I’inhibition de
I’expression de NKG2D et de la production d’IFN-y. Chez des patients atteints de cancer
bronchique non a petites cellules, le TGF-p présent au niveau tumoral serait responsable de la
stimulation de 1’expression de CD39 et CD73 a la surface des MDSC, via activation de
I’hypoxia-inducible factor-1o (HIF-1a). Ces deux ectonucléotidases sont capables d hydrolyser
I’ATP ouI’ADP en AMP, produisant in fine de ’adénosine immunosuppressive qui inhibe alors

Iactivité des LT et des NK*®,
e [’induction de Treg

L’Argl permettrait I’expansion de Treg naturels tandis que le TGF-§ et I’'IL-10 induiraient la
production de Treg induits a partir de CD4+ naifs. Il a été montré que des M-MDSC étaient
capables, par la sécrétion de TGF-B et d’acide rétinoique d’induire la différenciation des Th17

en Treg exprimant FoxP3+.
e Impact des MDSC sur les cellules myeloides
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Les MDSC induisent la polarisation des macrophages vers un phénotype M2 via la sécrétion
d’IL-10 et le contact cellulaire ainsi qu’une diminution de la sécrétion d’IL-12 par les
macrophages. Les MDSC diminueraient la fonction activatrice des DC vis-a-vis des LT par la

production d’IL-10 qui inhiberait la production d’IL-12 par les DC.
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Figure 11 : Mécanismes immunosuppressifs des MDSC affectant les différents acteurs de la réponse immunitaire.
L’activation des LT est inhibée par la production de ROS et d’arginase, une diminution de la cystéine et la nitration
du TCR par le peroxynitrite. Les MDSC orientent également vers une polarisation en Th2. Le TGFp, I’IL-10 et
I’arginase entraine I’expansion de Treg. Les MDSC diminuent I’activité des DC et qui via 1’IL-10 vont aussi

polariser les macrophages en macrophage de type 2. Enfin, les MDSC diminuent la cytotoxicité des NK. D’aprés*®

En 2017, Ballbach et al. ont montré que des MDSC générées a partir de Buffy coat exprimaient
des checkpoint inhibiteurs comme PD-L1 et que I’utilisation d’un anticorps bloquant ce
marqueur était capable de restaurer environ 20% de la prolifération des LT cultivés en présence
de MDSC*®, De plus, chez des patients atteints d’hépatite B chronique, il a été montré que les
MDSC CD14+HLA-DR-/lowPD-1+ sécrétaient de I’TL-10 apres activation de la voie PD-1/PD-

L1, responsable de I’activité immunosuppressive vis-a-vis des LT CD8+%’.
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Les MDSC sont retrouvées au niveau du microenvironnement tumoral mais aussi lors d’une

réponse a une infection bacterienne, parasitaire ou bien virale.

5.2. Génération des MDSC

La génération ex-vivo des MDSC murines a le plus souvent comme point de départ la MO de
souris avec plusieurs combinaisons de cytokines possibles. L’association GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) et G-CSF (granulocyte colony-stimulating
factor) reste la plus décrite??®1%815° [ *¢quipe du Pr. Blazar a mis au point un protocole
supplémentant le milieu de culture & J3 en IL-13 afin d’induire ’arginase 1'23!%8, Une autre

approche repose sur 1’utilisation d’une combinaison de GM-CSF et d’IL-6 pendant 5 jours®°.

Des protocoles de génération de MDSC utilisant des cellules humaines ont également été
décrits. L’utilisation de progéniteurs hématopoiétiques issus de sang de cordon apres isolation
des cellules CD34+ puis mis en culture en présence de GM-CSF et SCF (stem cell factor)
pendant 6 semaines est une technique utilisée par une équipe sud-coréenne et qui a montré son
efficacité dans la GvHD aigue et chronique!®%2, Une équipe espagnole a étudié deux
techniques de production de MDSC. Une premiére étude décrit 1’utilisation de progéniteurs
hématopoiétiques issus d’aphérése aprés mobilisation par GM-CSF et isolés par CliniMACS
puis cultivés dans un milieu sans sérum supplémenté en cytokines permettant de générer des
M-MDSC et G-MDSC. La seconde montre 1’intérét de 1’isolation des monocytes a partir de
Buffy coat puis une culture pendant 6 jours en présence de GM-CSF et d’IL-6%%. Enfin,
certaines équipes utilisent des technigques de co-culture de PBMC ou MO avec des cellules

étoilées hépatiques ou bien des cellules tumorales afin d’induire les MDSC64165,

5.3. Les MDSC dans le traitement de la GvHD

Il n’existe pour le moment pas d’essais cliniques d’injection de MDSC chez I’Homme mais
plusieurs études pré-cliniques chez la souris démontrent 1’intérét des MDSC dans la prévention

de la GVHD sans impact sur ’effet Gv].123159-161,166

Dans un modéle de transplantation de MO avec mismatch du CMH de classe I, Messman et al.
ont montré que la co-injection de MDSC issues de MO de souris C57BL/6, de MO et cellules
spléniques chez la souris B6.bm1 recevant une dose 1éthale d’irradiation (14Gy en deux doses
a 4h d’intervalle) permettait de prévenir la survenue de la GVHD™®. L’injection de 1x10’

MDSC permettait également une diminution du score histologique de GvHD dans les intestins,
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le foie et la peau. Ces MDSC exprimaient les marqueurs F4/80, CD115, CD124, CD80, CD86,
LFA-1 et CD62L mais exprimaient peu le CMH de classe IlI. Concernant les propriétés
immunosuppressives des MDSC, I’ Arg-1 et iINOS étaient les deux voies régulées positivement,
cependant, seule I’iINOS était responsable de 1’inhibition de la prolifération des LT. Une unique
injection prophylactique de MDSC a été capable de prévenir la survenue de la GvHD alors
qu’une injection de MDSC a J7 aprés la transplantation de MO ne montrait pas d’amélioration
significative de la survie. L’effet GvL était préservé dans 2 modeles murins différents de
transplantation de MO avec traitement par injection de MDSC®°. Dans ce modéle, il a été noté
une polarisation des LT en Th2 avec une diminution de la production d’IFN-y et de TNF-a dans
le groupe traité par MDSC. L’équipe de Blazar et al. qui a développé une technique de
génération de MDSC supplémentées en IL-13 a J3, a également montré I’intérét de cette
thérapie dans I’inhibition de la GvHD via un mécanisme dépendant de 1’arginase-1, régulé
positivement par I’'IL-13'?%, Dans un modéle murin de lymphome A20, I’effet GvL était
également préservé en présence de MDSC-IL-13. Des MDSC CD115- générées a partir de
cellules souches embryonnaires ont également montré leur efficacité a prévenir la survenue de
la GVHD. Enfin, des MDSC d’origine humaine sont capables de diminuer le développement
de la GVHD chronique grace a la préservation de la fonction thymique'®®. Dans un modéle
xénogeénique de GvHD chez la souris NSG, I’administration de MDSC issues de sang de cordon
humain inhibait la survenue de la GvHD via I’induction de Treg et une diminution des
populations Thl et Th172, Une autre population de cellules myéloides apparentées a des
MDSC monocytiques induites par le G-CSF a montré son intérét dans la prévention de la GvHD
dans un modeéle xénogénique, les MDSC monocytaires régulateurs CD34%7, Ces cellules
immunosuppressives, d’origine humaine ou murine, ont des propriétés similaires aux MDSC
car elles inhibent la prolifération des LT via la production de NO et induisent I’expansion de

Treg de facon NO dépendante.

Récemment, un article dans Leukemia explicite la mécanistique des MDSC dans la prévention
de la GVHD tout en préservant I’effet GvL'%, Dans plusieurs modéles murins, les auteurs ont
montré que I’injection de MDSC augmentait I’expression du marqueur NKG2D a la surface des
LT CD8+ et LT CD4+. L’expression de ce marqueur de co-Stimulation impliqué dans
I’immunité anti-tumorale des LT CD8+ était nécessaire pour conférer une activité cytotoxique

aux LT CD8+ et donc pour conserver I’effet GvL apres injection de MDSC.

6. Les HUMoSC, une thérapie cellulaire immunosuppressive dans la GVHD
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6.1. La génération des HuMoSC

Notre équipe a mis au point une technique brevetée (FR1452286, W02015140077-Al) de
génération de cellules myéloides suppressives CD33+, appelées HUMoSC (Human Monocyte-
derived Suppressor Cells), générées a partir de monocytes humains circulants issus de Buffy
coat fournis par 1’Etablissement Francais du Sang (EFS). Plus précisément, les PBMC sont
isolées de concentrés leuco-plaquettaires (Buffy coat) par gradient de Ficoll*®®, Les monocytes
sont ensuite réecupérés apres gradient de Percoll puis mis en culture pendant 7 jours en présence
d’IL-6 (10 ng/ml) et de GM-CSF (10 ng/ml) dans du milieu RPMI (Roswell Park Memorial
Institute medium) complémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF), 2% de pénicilline,
amphotéricine B et streptomycine (RPMI complet). Le milieu est changé a J4 et J6. A J7, un tri

magnétique positif CD33 permet d’obtenir les HuMoSC (Figure 12).

Monocytes humains

N |\,/ ’/ 7 Vi .
Tri CD33+

Tri magnétique

isolation

GM-CSF + IL-6

RPMI + 10% SVF + 2% PSA
Buffy coat

Human Monocyte-derived
Suppressor Cells
HuMoSC

Cryopréservation (-80°C/-160°C)
de la fraction non triée

Figure 12 : Protocole de génération des HuMoSC. Des monocytes de patients ou de donneurs sains isolés aprés
gradient de Ficoll puis de Percoll sont mis en culture pendant 7 jours en présence d’IL-6 et GM-CSF (10 ng/ml)
afin d’obtenir un pool de cellules différenciées et indifférenciées appelés HUMoSC non triés. Aprés un tri

magnétique positif CD33, on obtient les HuiMoSC. D’apres*®,

Ce protocole est rapide et facile a mettre en place.

6.2. Phénotype des HUMoSC et expression cytokinique
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Un phénotype extensif des HuMoSC a été réalisé, porté sur des marqueurs d’identification de

populations immunitaires (Figure 13) :
e Cellules myéloides : CD33, CD11c, CD11b, CD14, CD206, CD163, CD123, CDla
e Cellules natural killer : CD16, CD56

e Cellules lymphocytaires : CD3, CD19
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z i . /l ) Al ?i’l

SsC

CCRS CCR6 CCR7 (CDla CD86 CDl16 CDI123 CD36 CD3  CDI19

Figure 13 : Phénotype des HuMoSC déterminé par cytométrie en flux. Représentation des résultats de 10

expériences indépendantes. SSC, side scatter. D’aprés'6®,

Les marqueurs myéloides sont fortement positifs, nous permettant par la suite de définir les
HuMoSC comme des cellules CD33+ CD11b+. De méme, le HLA-DR est fortement exprimé
a la surface des HUMoSC en opposition aux MDSC qui sont CD33+ CD11b+ HLA-DR-/low
133. On peut alors émettre 1’hypothése que les HuMoSC seraient capables d’effectuer la
présentation antigénique. Cependant, on note une faible expression du marqueur de co-
stimulation CD86. Les HUMoSC expriment fortement le CD105 (endogline) et le CD31 qui
sont des marqueurs endothéliaux ainsi que le chémorécepteur CCR5 permettant la migration

des cellules myéloides.

De méme, I’analyse du milieu de culture cellulaire aprés 48h a permis d’identifier trois

cytokines secrétées en grande quantité par les HuMoSC (Figure 14) :

e Le CCL-2 (ou MCP-1) : chémokine sécrétée par les cellules endothéliales, les
macrophages et les myocytes entre autres. Elle permet I’attraction des monocytes ou

des lymphocytes et est impliquée dans I’inflammation. Via la liaison avec le
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récepteur CCR2 et CCR5, elle permet le recrutement des cellules immunitaires au
niveau des sites inflammatoires®®. L’expression de CCRS5 a la surface des HuMoSC

pourrait représenter une boucle autocrine d’accumulation des HuMoSC.

e L’IL-6: cytokine pro-inflammatoire, elle stimule la sécrétion des protéines de la

phase aigiie de I’inflammation.

e L’IL-10: cytokine immunosuppressive. La production d’IL-10 est un mécanisme

immunosuppressif décrit chez les MDSC.
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Figure 14 : Analyse multiplex du milieu de culture cellulaire des HuMoSC aprés 48h. D’aprés'68,

Les HUMoSC ne produisent pas ou trés peu de TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-4, IL-5, 1L12p70,
CCL20, granzyme B, FasL soluble ou de TGF-p.

6.3. Propriétés immunosuppressives

6.3.1. Inhibition des lymphocytes T

Les HuMoSC sont également définies fonctionnellement par leur capacité a inhiber la

prolifération des LT (Figure 15).
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Figure 15 : Les HuMoSC inhibent la prolifération des lymphocytes T. A. Inhibition de la prolifération des CD4+
et CD8+. B. Inhibition de la prolifération des LT autologues et allogéniques. C. La capacité immunosuppressive

des HuMoSC dépend du ratio LT/HuMoSC. D’aprés*68.

Les HUMoSC inhibent la prolifération des LT CD4+ et des LT CD8+ (Figure 15.A) et aussi la
prolifération des LT allogéniques et autologues (Figure 15.B), comme il serait requis pour
prévenir la survenue de GvHD aprés une greffe de cellules souches hématopoiétiques. Il est a
noter que la capacité immunosuppressive des HUMoSC dépend du ratio LT/HuMoSC (Figure

15.C).
Les HuMoSC inhibent la prolifération des LT mais aussi leur activation. L’expression de CD25

par les LT est diminuée quand ils sont mis en présence d’HuMoSC (Figure 16.A). De plus, leur

production d’IFN-y et de TNF-a est aussi fortement diminuée en présence d’HuMoSC (Figure

16.B).
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Figure 16 : Les HuMoSC inhibent I’activation des LT. A. Diminution de 1’expression du marqueur CD25 par Les
HuMoSC. B. Diminution de la production d’IFN-y et TNF-a par les LT aprés incubation avec les HuMoSC.
D’aprés?®,
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6.3.2. Induction de lymphocytes T CD8+ régulateurs

L’induction et 1’expansion de Treg est un mécanisme immunosuppressif bien décrit chez les
MDSC afin d’induire une immunosuppression au niveau du micro-environnement tumoral.
Notre équipe a montré que les HuMoSC sont capables d’induire des Treg et plus

particulierement des CD8+ Treg in vitro et in vivo (Figure 17).
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Figure 17 : Les HuMoSC induisent des Treg in vitro et in vivo. A. Expression de CD25, FoxP3, CD103, CD62L
et CCR7 parmi les LT CD8'" et CD8"9", B. Les cellules CD8"9"CD103* ont été triées puis mis en culture avec
des LT effecteur (Teff). C. Pourcentages des cellules sanguines FoxP3* parmi les CD3*, CD4* et CD8* a J30 apres
I’injection de PBMC et/ou HuMoSC chez des souris NSG. D’aprés'®.

In vitro, la culture des LT en présence d’HuMoSC induit 1’apparition d’une population de LT
exprimant fortement le marqueur CD8, appelée CD8M9" Treg. En effet, cette population exprime
aussi fortement le CD25, FoxP3 et CD103 (Figure 17.A). De plus, ces LT CD8"9" Treg
expriment aussi le marqueur de homing CD62L ainsi que le récepteur aux chémokines CCR7.
De fagon intéressante, la population CD8""CD103* induite par les HuMoSC montre de fortes
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capacités immunosuppressives (Figure 17.B). Enfin, in vivo, les HuMoSC induisent fortement
une population CD8"FoxP3" et plus faiblement une population CD4"FoxP3* (Figure 17.C). Ces
cellules ont de tres fortes propriétés immunosuppressives. Il De fagon intéressante, d’autres

auteurs ont aussi rapporté une efficacité des CD8* Treg dans la prévention de la GvHD 1°3-1%5

D’un point de vue mécanistique, 1’activit¢ immunosuppressive des HuMoSC dépend de
facteurs solubles et ne nécessite donc pas un contact cellulaire direct (Figure 18.A). Les
mécanismes immunosuppressifs principalement décrits comme I’Arg-1, I'iNOS, COX2
(cyclooxygénase 2), héeme oxygénase 11, IDO ne sont pas utilisés par les HUMoSC car
I’inhibition de ces voies ne modifie pas la capacit¢ immunosuppressive des HUMoSC pour

inhiber la prolifération des LT (Figure 18.B).
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Figure 18 : Mécanismes immunosuppressifs des HUMoSC. A. La capacité des HUMoSC a inhiber la prolifération
des LT ne nécessite pas de contact cellulaire. B. L’inhibition des voies immunosuppressives décrites dans la
littérature n’impacte pas les capacités immunosuppressives des HuMoSC. Beta-ME (B-mercaptoéthanol) :
prévention de I’oxydation de la cystéine ; nor-NOHA : inhibiteur de I’arginase 1 ; NMMA : inhibiteur de iNOS ;
FeTPPS : accélérateur du catabolisme du péroxynitrite ; NAC : inibiteur de ROS ; SnPP : inhibiteur de 1’héme
oygénase ; NS398 : inhibiteur de COX2 ; IMT : inhibiteur de IDO ; APCP : antagoniste de CD73. D’apres*68.
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En revanche, I’inhibition de I’expression du facteur de transcription STAT3 abroge totalement

les capacités immunosuppressives des HuMoSC (Figure 19.A).
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Figure 19 : L’inhibition de la prolifération des LT par les HuMoSC dépend de STAT3. A. Le traitement des
HuMoSC par Stattic, inhibiteur de STATS3, rétabli la prolifération des LT. B. Le traitement des HUMoSC par

Stattic diminue la production de CCL-2 et IL-6 par les HuMoSC. C. Le traitement des HUMoSC par Stattic

augmente la production de cystéine dans le milieu de culture. D’aprés*6®.

L’utilisation de I’inhibiteur Stattic diminue fortement I’expression d’IL-6 et CCL-2 et augmente
la présence de cystéine dans le milieu de culture (Figure 19.B et 19.C). Ainsi, les fonctions
immunosuppressives des HuMoSC dépendent de STAT3 avec une diminution de I’acide aminé

essentiel, la cystéine.

6.4. Intérét des HuMoSC dans un modéle xénogénique de GvHD aigle

Dans un modéle xénogénique de GvHD aiglie chez la souris NSG, les HuMoSC ont montré
leur efficacité dans la prévention de la survenue de la maladie. L’injection de 20 x 10° PBMC
humains associées ou non a I’injection de 5 x 10®d’HuMoSC allogéniques chez des souris NSG

a permis d’améliorer leur survie et le score de la GVHD (Figure 20).
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Figure 20 : L’injection d’HuMoSC permet de prévenir la survenue de la GvHD aigiie dans un modéle
xenogénique. A. Score de GvHD a J50 apreés la greffe. B. Suivi du poids. C. Survie des souris dans le groupe traité

et non traité. D aprést®,

D’un point de vue histologique, le traitement par les HuMoSC diminue I’infiltration des cellules
immunitaires au niveau du foie avec également une baisse de la présence de corps apoptotiques
comparé au groupe non traité. Enfin, I’induction de CD8" Treg a été confirmée in vivo dans ce

modeéle, corroborant les résultats obtenus in vitro.

75



OBJECTIFS DE LA THESE

Mon travail de thése s’est déroulé au sein de 'UMR 1098, dans I’équipe du Pr. Bonnotte.
L’équipe travaille depuis de nombreuses années sur une nouvelle thérapie cellulaire
immunosuppressive, les HuMoSC. 11 s’inscrit dans la suite des travaux réalisés par les Dr.

Janikashvili et Dr. Brazdova.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la fois aux cellules, les HuMoSC, mais aussi a
des produits dérivés de ces cellules, le surnageant d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC. En effet,
le surnageant d’HuMoSC avait montré des résultats préliminaires prometteurs dans 1’inhibition
de la prolifération lymphocytaire. L’ensemble de ce travail permet de confirmer 1’intérét des
HuMoSC dans la prévention de la GVHD mais aussi d’expliciter leurs mécanismes d’action via
I’étude du surnageant qui s’est avéré €tre aussi un produit thérapeutique potentiel dans la

résolution de I’inflammation.

Notre équipe avait montré 1’efficacité des HUMoSC dans la prévention de la GvHD dans des
experiences in vitro et dans un modele murin xénogénique. Cependant, avant de prévoir une
utilisation thérapeutique de ces cellules chez I’Homme, il était important d’évaluer si les
HuMoSC gardaient leurs propriétés immunomodulatrices dans un environnement
inflammatoire mais également en présence d’immunosuppresseurs classiquement utilisés dans
la prévention de la GvHD. De plus, il était indispensable d’évaluer si cette thérapie cellulaire
n’affectait pas ’effet GvL, effet positif recherché par la greffe de CSH. Le premier objectif de
cette thése a donc été d’évaluer I'intérét thérapeutique des HuMoSC dans des conditions

cliniques mais aussi d’évaluer les bénéfices de cette thérapie sur 1’effet GvL (Article 1).

Nous nous sommes ensuite heurtés a un probléme de rendement cellulaire trop faible de notre
protocole de génération des HuMoSC et un probléme de manque d’anticorps anti-CD33 de
grade GMP pour produire un produit thérapeutique entierement GMP. Nous avons alors
modifié notre protocole et sélectionné toutes les cellules CD14+ apres la culture au lieu de ne
prendre que les CD33+. Cette modification nous a permis de disposer d’un nombre de cellules
beaucoup plus important en utilisant un protocole de génération entierement GMP. De plus afin
de disposer d’un produit plus facile a utiliser qu’une thérapie cellulaire, nous nous sommes
intéresses aux surnageants des HuUMoSC et des CD14-HuMoSC. Le second objectif a été
d’étudier les propriétés immunosuppressives des surnageants de CD14-HuMoSC (Article 2) et

d’HuMoSC (résultats complémentaires) sur les LT et sur les DC, puis d’évaluer leur intérét
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dans la prévention de la GvHD dans un modéle murin xénogénique de GvHD. Parallélement,
afin d’¢élucider les mécanismes immunosuppressifs de ces surnageants, une étude protéomique

complétée par une étude multiplex a été réalisée.
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RESULTATS
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RESULTATS

Article 1: “Efficiency of human monocyte-derived suppressor cell-based treatment in graft-
versus-host disease prevention while preserving graft-versus-leukemia effect”

Article accepté pour publication dans Oncoimmunology
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Résumé article 1

La thérapie cellulaire basée sur les cellules immunosuppressives est une thérapeutique
alternative récente pour la prévention de la GvHD. De nombreux travaux ont montré la
plasticité des cellules suppressives utilisées dans des conditions inflammatoires. Ces cellules
peuvent alors perdre leurs propriétés suppressives, voire se différencier en cellules effectrices
pro-inflammatoires. Or, I’allogreffe s’accompagne d’une réaction inflammatoire systémique.
Afin de compléter les connaissances sur les HUMoSC, il était indispensable d’étudier si les
HuMoSC conservaient leurs capacités suppressives dans des conditions inflammatoires et en
présence d’immunosuppresseurs couramment utilisés en prophylaxie de la GvHD dans la
transplantation de CSH. De plus, il était nécessaire de montrer que les HuMoSC n’altéraient
pas D’effet bénéfique de la greffe qui est I’effet GvL. En outre, il fallait aussi s’assurer sur le
plan pharmaceutique qu’il était possible de produire les HuMoSC dans le respect des BPF et de

les conserver pendant un temps relativement long.

Afin de mimer les conditions inflammatoires, nous avons donc créé un environnement
inflammatoire in vitro constitué soit de cytokines pro-inflammatoires (IL2, IL1B, TNF-a, IFN-
y), soit de ligands de TLR (LPS, PAM3CSK4, Poly I.C, flagelline). Nous avons évalué les
propriétés immunosuppressives des HUMoSC a savoir, I’inhibition de la prolifération des
PBMC mais aussi leur capacité a induire des CD4 et CD8 Treg dans ces différentes conditions.
En présence d’immunosuppresseurs (MTX, CsA, MP) nous avons étudié les mémes
paramétres. Ensuite, nous avons étudié si le cyclophosphamide (CTX) en prévention n’altérait
pas I’effet des HUMoSC dans un modele de murin xénogénique de GvHD. Dans un second
temps nous avons injecté des cellules leucémiques, cellules Cal-1 (lignée humaine de cellules
dendritiques plasmacytoides néoplasiques) a des souris NSG puis nous les avons irradiées et
les souris ont recu comme xénogreffe des PBMC humains. Ce modele artificiel a été réalisé
pour étudier si les HuMoSC permettaient de conserver I’effet GvL tout en protégeant de la
survenue de la GVHD. Enfin, il était important d’établir les conditions de conservation et de
production des HUMoSC dans des conditions GMP afin de pouvoir ensuite les administrer au

patient.

Nous avons montré que les HuMoSC inhibaient la prolifération des PBMC en présence de
plusieurs cocktails pro-inflammatoires. De méme, I’induction des CD4 et CD8 Treg par les
HuMoSC a été conservée dans des conditions inflammatoires. Ces résultats sont encourageants

car il a été montré pour d’autres thérapies cellulaires utilisant des cellules suppressives, qu’un
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environnement inflammatoire altérerait leur fonction immunosuppressive. Ces données in vitro
confirment les résultats obtenus in vivo dans notre modéle de GvHD qui montraient une
induction de CD4 et CD8 Treg conservée!®®, De méme, les immunosuppresseurs, et notamment
la CsA, ne diminuent ni la capacité des HUMoSC a inhiber la prolifération des PBMC ni leur
aptitude a induire des CD4 et CD8 Treg. Nous faisons I’hypothése que les HUMoSC pourraient
permettre une diminution de la dose d’immunosuppresseurs administrés au patient, il faudra
réaliser des expériences complémentaires pour le démontrer. Nous avons montré in vivo en
utilisant ce modéle xénogénique de GvHD utilisant la souris NSG que les souris traitées par
HuMoSC + CTX 10mg/kg et le groupe traité par CTX seul avaient une amélioration
significative de leur survie. En revanche, a J100, environ 60% des souris traitées avec des
HuMoSC + CTX 10mg/kg étaient vivantes alors que seulement environ 20% des souris traitées
par CTX 10mg/kg seul étaient vivantes. Le CTX seul ne permet donc pas une survie a long-
terme. On observe également une amélioration significative du score de GVHD. Ainsi, le CTX
n’inhibe pas I’effet protecteur des HuMoSC et grace aux HuMoSC, il serait possible de
diminuer la dose de CTX et conserver les effets bénéfiques du traitement. Enfin, notre équipe
a également montré que les HuMoSC n’altéraient pas ’effet GvL car elles permettaient une
amélioration significative de la survie (p=0.0002) sans rechute de la leucémie. Enfin, les

HuMoSC peuvent étre générées et conservées en grade et qualité clinique.

La conclusion de cette premiére partie est que les HuMoSC sont une thérapie cellulaire efficace
dans des contextes inflammatoires car elles conservent leurs fonctions immunomodulatrices.
De plus, un traitement immunosuppressif n’impacte pas leurs capacités et de facon intéressante,
les HUMoSC semblent avoir un effet synergique avec les immunosuppresseurs, ce qui
permettrait de diminuer leur dose. Enfin, I’effet GvL n’est pas inhibé par cette thérapie et la
prévention de la GvHD est conservée, sans rechute de la leucémie. La production et la
conservation compatible avec une utilisation en clinique confortent 1’hypothése que les
HuMoSC sont une thérapie prometteuse dans la prévention de la GvHD mais aussi pour toutes

les maladies inflammatoires.
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Abstract

Background: Immunosuppressive cell-based therapy is a recent strategy for controlling Graft-
versusHost Disease (GvHD). Such cells ought to maintain their suppressive function in
inflammatory conditions and in the presence of immunosuppressive agents currently used in
allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT). Moreover, these therapies should not
diminish the benefits of allo-HCT, the Graft-versus-Leukemia (GvL) effect. We have
previously reported on a novel subset of human monocyte-derived suppressor cells (HuMoSC)

as a prospective approach for controlling GvHD.

Objective: The objective of this study was to explore the therapeutic relevance of the HuMoSC

in clinical conditions.

Methods: Immune regulatory functions of HUMoSC were assessed in inflammatory conditions
and in the presence of immunosuppressants. The therapeutic efficiency of the association of
HuMoSC with immunosuppressants was evaluated in an experimental model of GvHD induced

by human PBMC in NOD/SCID/IL2-Ry: "~ (NSG) mice.

Results: Interestingly, the inhibitory functions of HuMoSC against T lymphocytes and their
ability to polarize Treg are preserved, in vitro, in inflammatory environments and are not
affected by immunosuppressive agents. In vivo, the association of HuMoSC-based treatment
with an immunosuppressive drug showed a synergistic effect for controlling GvHD.
Furthermore, HuMoSC control GvHD while preserving GvL effect in a xeno-GvHD
conditioned mouse model with cell neoplasm (CAL-1). HuMoSC are generated according to
good manufacturing practices (GMP) and we demonstrated that these cells tolerate long-term

preservation with unaltered phenotype and function.

Conclusion: HuMoSC-based therapy represents a promising approach for controlling GvHD

and could be quickly implemented in clinical practice.
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Key messages

HuMoSC keep their regulatory functions in inflammatory conditions and in the presence of

immunosuppressants in vitro and in vivo.

HuMoSC do not impair GvL effect.

HuMoSC tolerate long-term cryopreservation with unaltered viability, phenotype and function

and could be quickly implemented in clinical practice.

Capsule summary

HuMoSC cell-based therapy can be used to prevent GvHD because HuMoSC do not lose their

immune regulatory properties in clinical settings of allograft patients and preserve GvL effect.

HuMoSC can be long-term preserved without alterations.

Key words

Human monocyte-derived suppressor cells, T lymphocytes, regulatory T cells, graft-versus-

host disease, graft-versus-leukemia effect, inflammation, immunosuppressive drugs
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Abbreviations

GvHD: Graft-versus-host disease

GvL: Graft-versus-leukemia

HuMoSC: Human monocyte-derived suppressor cell

NSG mice: NOD/SCID/IL2-Ryc " mice

Allo-HCT: allogeneic hematopoietic cell transplantation

GMP: Good manufacturing product

CTX: Cyclophosphamide

CsA: Ciclosporine A

MP: Methylprednisolone

MTX: Methotrexate

MSC: Mesenchymal stromal cells

Treg: Regulatory T cells

ATMP: Advanced Therapy Medicinal Product
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Introduction

Clinical applications of allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) are
severely limited due to the extremely toxic and often lethal side effect known as graft-versus-
host-disease (GvHD), which occurs in up to 50% of patients receiving allo-HCT. Donor T cells
are the major effectors of the allogeneic response responsible for both the GvHD and the graft-
versus-leukemia (GvL) effect. To prevent the deleterious expansion of pathogenic T cells,
steroids and immunosuppressive drugs are generally used in current clinical practice. These
commonly cause general immune suppression, resulting in severe infections or patient relapse
by limiting the effectiveness of allo-HCT. Therefore, a strategy to induce a sustained state of
tolerance with preservation or minimal attenuation of the GvL effect remains the main challenge
for allo-HCT.

Immunosuppressive/regulatory immune cell-based therapy is a relatively recent approach
for treating inflammatory disorders 2. The main mechanisms of action of such cells are directed
towards the restoration of dysregulated immune balance rather than the induction of
conventional immunodepression, which is an unavoidable problem when using
immunosupressive drugs. However, the implementation of immunosuppressive cell therapy in
clinical contexts has been limited by their low frequency in humans 3. The possibility of
generating or clonally expanding such cells ex vivo has become a major focus in the field.
Moreover, the inflammatory environment with high concentrations of pro-inflammatory
cytokines could change the fate of these suppressive cells, and convert them into inflammatory
cells, such as Treg into pathogenic T cells # or myeloid cells into iNOS-producing DC °. This
plasticity of immunosuppressive cells in inflammatory conditions, such as GvHD, could explain

the low efficacy of immunosuppressive cell therapies in these contexts 367

We have previously reported on an original approach to obtain ex vivo large numbers of
human myeloid suppressor cells generated from circulating monocytes, and referred to them as
human monocyte-derived suppressor cells (HuMoSC) 8 HuMoSC are highly potent at
inhibiting the proliferation and activation of autologous and allogeneic effector T lymphocytes
in a STAT3dependent manner. HuMoSC induce long-lasting memory FoxP3*CD8" regulatory
T lymphocytes, and significantly reduce GvHD induced by human PBMC in NOD/SCID/IL2-
Ryc~ (NSG) mice. Therefore, HuMoSC can be considered an efficient therapeutic tool to
prevent GVHD during allotransplantation.
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In this work, we demonstrate that HuMoSC maintain their immunosuppressive properties
in inflammatory settings and in the presence of anti-inflammatory and immunosuppressive
agents, such as methylprednisolone, methotrexate and cyclosporine, currently used in clinical
practice in alloHCT patients. In vivo, the association of HuMoSC-based treatment with an
immunosuppressive drug showed a synergistic effect for controlling GvHD. Moreover,
HuMOoSC preserve the GvL effect in vivo. Of clinical relevance, HuMoSC tolerate long-term
preservation with unaltered viability and inhibitory functions. Furthermore, the process has
been improved and HuMoSC are now generated according to good manufacturing practices
(GMP). These results provide a rationale for the application of HuMoSC to prevent GVHD in

future clinical trials.
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Methods
Generation of HuMoSC

Peripheral blood cell samples from healthy donors were collected at the French Blood
Center (EFS BFC, Besancon, France) after obtaining written informed consent in compliance
with the Declaration of Helsinki. Sample collection was approved by the French Ministry of
Higher Education and Research (agreement number #AC-2015-2408 of May 22th 2015).
HuMoSC were generated as described previously 8. Briefly, PBMC were isolated from buffy
coats of healthy donors by Ficoll density gradient centrifugation. Monocytes were purified from
PBMC by Percoll density gradient centrifugation. HUMoSC were generated by incubating
monocytes (10110° cells/ml) in RPMI 1640 (BioWhittaker, Basel, Switzerland) supplemented
with 10% FBS and recombinant human GMCSF (10 ng/ml) and IL-6 (10 ng/ml) (both from
Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Germany) for 7 days. GMP grade cytokines were used in
the indicated experiments. Finally, the cultured cells were harvested and cryopreserved in

complete medium supplemented with 10% DMSO.

Magnetic cell isolation and sorting

HuMoSC were purified by magnetic cell sorting using human CD33" isolation kits and

an autoMACS-Pro™ separator according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec).

Antibodies and flow cytometry analysis

Flow cytometry analyses were performed as previously reported®® using monoclonal
antibodies against CD33, CD11b, CD3, CD4, CD8, CD25, CD39, CD103. Treg were stained
with anti-Foxp3 (Alexa 488) (Human Treg Flow™ Kit, Biolegend). Cells were analyzed using
an LSRII cytometer (BD Biosciences) and FlowJo® software (version 10.0.7r2) was used for

data analysis.

T cell proliferation and suppression assays

PBMC were stained using Cell Trace Violet according to the manufacturer’s procedure
(Cell Trace™, Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Labeled cells were cultured with anti-
CD3/CD28coated T cell expander beads (Dynabeads, Invitrogen) with or without HuMoSC (T
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cell to HuUMoSC ratio = 4:1). T cell division was detected after 5 days by Flow Cytometry using
an LSRII cytometer (BD Biosciences) and analyzed using ModFit® software (version 5.0). The
suppressive activity of HUMoSC against responder cells was evaluated in the presence or
absence of pro-inflammatory cytokines or TLR ligands, at the indicated concentrations: human
recombinant IL-2 (20 Ul/ml), IFNy (25 ng/ml), TNF-a (25 ng/ml), IL-1pB (25 ng/ml), and LPS
(50 ng/ml, TLR4 ligand), PamsCys-SK4 (50 ng/ml, TLR2 ligand), Poly I:C (50 pug/ml, TLR3
ligand), Flagellin (50 ng/ml, TLR5 ligand). In the separate experiments, anti-inflammatory and
immunosuppressive agents, such as methylprednisolone (MP, 25 ng/ml), methotrexate (MTX,
2.5 ng/ml) and cyclosporine (CsA, 5 ng/ml) were added to stimulated PBMC only or

PBMC+HuMOoSC co-cultures. Responder cell division was evaluated as described above.

Leukemia model

Mice were bred and maintained according to both the Federation of Laboratory Animal
Science Associations and the Animal Experimental Ethics Committee guidelines (University
of Burgundy, Dijon, France). NOD/SCID/IL-2Ry:~ (NSG) male mice were purchased from
the Jackson Laboratory and housed in specific pathogen-free conditions and were used at 6
weeks of age. To establish the leukemia model, different numbers, ranging from 1 to 10x10°
plasmacytoid dendritic cell (pDC) neoplasm, CAL-1 cells (kindly provided by Prof. T. Maeda
[Nagasaki University, Japan] via Prof. P. Saas) per mouse were inoculated intraperitoneally.
Mice were scored every day for two weeks for clinical signs of leukemia (reduced mobility, red
spots on the skin, paralysis). Once the tumor established, the mice were given low-dose

irradiation (2 Gy) and engrafted with human PBMC as described below.

Xenogeneic mouse model of GvL/GvHD

For xeno-GvHD induction, mice were irradiated (2Gy) six hours before the injection of
10 x 108 human PBMC with or without 2.5x10° HuMoSC followed or not by one intraperitoneal
injection of cyclophosphamide (CTX) at the notified dose. PBMC were mixed with HuMoSC
before the injections. Each mice were scored twice a week in a blinded fashion for clinical signs
of GvHD (weight loss, general appearance of the fur and mobility). Mice were euthanized when
the clinical endpoints were reached (>15% weight loss, hunched posture, ruffled fur, reduced
mobility, tachypnea). Animal protocols were approved by the Institutional Animal Care and
Use Committee at the University of Burgundy.
Statistical analysis
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GraphPad Prism® 7 (GraphPad Software) was used for the analyses. Student’s t-test was
used, when appropriate. One-way ANOVA and Dunnett’s multiple comparison test were used
when comparing more than two groups. Overall survival was calculated as the time from the
day of injection of PBMC or tumor cells to death. Kaplan-Meier curves were plotted and
differences were evaluated using the log-rank test. For all statistical analyses, a 2-tailed p-value

of less than 0.05 was considered significant.
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Results

HuMoSC maintain suppressive potential in different inflammatory environments.

We have previously reported on a novel procedure for producing ex vivo clinically
applicable suppressor cells of monocytic origin, referred to as HUMoSC. HuMoSC exhibit
features of immunosuppressive/regulatory CD33"CD11b"CD14"CD163*CD206 " HLA-DR*
cells. Our recent data also indicate that HUMoSC are able to inhibit the proliferation of
responder T lymphocytes and to regulate inflammatory responses. Before using these cells as
therapy for controlling flares of autoimmune diseases or GvHD, the ability of these cells to
maintain their immunosuppressive properties, such as inhibition of T cell proliferation and
induction of Treg differentiation, in inflammatory environments had to be demonstrated. To
identify HuMoSC suppressive potential in these situations, HUMoSC co-cultured with
stimulated PMBC were exposed to several proinflammatory cytokines or different TLR ligands
to mimic inflammatory conditions. The addition of pro-inflammatory cytokines, such as IL-2,
IFN-y, TNF-a, IL-1 (Figure 1A) or TLR ligands, such as LPS, PamsCys-SK4, Poly I:C,
Flagellin, used at high doses solely or as a mixture (Figure 1B), did not impair the ability of
HuMoSC to inhibit T cell proliferation. Furthermore, the ability of HuMoSC to induce Treg
differentiation, either CD4 Treg or CD8 Treg, was not diminished when inflammatory cytokines
(Figure 1C, E) or TLR ligands (Figure 1D, F) were added to the culture. Moreover, CD103 and
CD39 expression by CD8 Treg induced by co-culture with HuMoSC was not decreased in
inflammatory environments, for example, in the presence of inflammatory cytokines or TLR

ligands (data not shown).

HuMOoSC treatment allows dose reduction of immunosuppressive drugs currently used to

control GvHD.

Patients suffering from autoimmune or inflammatory diseases and patients undergoing
alloHCT are usually treated with immunosuppressants. Before using HuMoSC therapy for
GVHD prevention or treating flares of autoimmune diseases, it is essential to check that these
drugs do not affect the therapeutic potential of HuMoSC. HuMoSC co-cultured with PBMC
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were exposed to clinically relevant doses of anti-inflammatory and immunosuppressive agents,
such as methylprednisolone, methotrexate and cyclosporine, currently used for GvHD
prevention and treatment in allo-HCT in leukemia patients. As these treatments themselves
show certain levels of suppression against proliferating PBMC, the chosen dose was the highest
dose of each drug which does not strongly inhibit T cell proliferation when stimulated with anti-
CD3/CD28 microbeads. Of therapeutic relevance, our data demonstrate that the inhibitory
function of HUMoSC against T cell proliferation was not affected by anti-inflammatory and
immunosuppressive agents, such as methylprednisolone, methotrexate and cyclosporine, which
are currently used in clinical practice (Figure 2A). Moreover, the ability of HUMoSC to induce
Treg differentiation, particularly CD8 Treg, which express CD39 and CD103 (data not shown),
was preserved in the presence of immunosuppressants used to prevent GvHD (Figure 2 B-C).
Furthermore, immunosuppressive treatments used for GvHD prevention did not impair the
suppressive properties of HuMoSC in vivo (Figure 2D). The dose of 10 mg/Kg of
cyclophosphamide (CTX) was chosen because this dose protected mice against GvHD with
80% of survival at day 60 whereas all the control mice were dead at the same time. However,
CTX 10 mg/Kg did not induce a long-time protection of NSG (NOD/SCID/IL2-Ry: ") mice
against xenogenic GvHD for a long time, because only approximately 20% of the mice were
still alive at day 100. Interestingly, the addition of HuMoSC to CTX 10 mg/Kg significantly
delayed GvHD occurrence and increased survival, with 65% of mice still alive at day 100
(Figure 3A). Therefore, we demonstrated that CTX did not inhibit the protective effect of
HuMoSC and interestingly, the addition of HuMoSC with CTX showed a synergistic effect for
controlling GvHD.

HuMOoSC control acute xeno-GvHD while preserving the GvL effect

We have previously reported that HuMoSC reduce GvHD symptoms in vivo, resulting in
prolonged animal survival 8 To further determine whether the HuMoSC-based treatment
influences GvL activity of the adoptively transferred PBMC, HuMoSC were applied in a
clinically relevant model of GvL. We therefore first established the model of leukemia using
the human pDC leukemia cell line, CAL-1. CAL-1 cells acquire the pDC phenotype co-
expressing BDCA4 and CD123 (data not shown) and are easily detectable in the spleen and
bone marrow of NSG mice 15 days after intravenous inoculation at a dose of 5 x 10° cells (data

not shown). In our tumor model, four groups of NSG mice were inoculated intravenously with
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different numbers of CAL-1 cells (from 1 to 10 x 10° per mouse) (Figure 3A). Tumor signs and
survival were followed for 21 days. Mice injected with 1 and 2 x 10° leukemic cells showed
mild disease symptoms while the groups injected with higher numbers of cells became
paralyzed in a shorter period of time. Based on this observation, we chose to inject 5 x 10°
leukemic cells per mouse, which, in the progressive tumor development, gives a large enough
window for therapeutic intervention (Figure 3A-3B). Next, in the tumor-bearing mice, we
optimized the irradiation dose (2 Gy) and the PBMC count (10 x 10° per mouse) to achieve
successful engraftment (Figure 3C). Following the optimization steps, we carried out the
complete experiment according to the timeline depicted in Figure 3D. Briefly, mice were
inoculated with 5x10° of CAL-1 leukemic cells at day 0 and given low dose (2 Gy) irradiation
at day 7 followed by the engraftment of 10 x 10 PBMC with or without HuMoSC co-
administration at day 8. A group without PBMC engraftment was used as the control for
leukemia recurrence post-irradiation. Tumor growth, GvHD symptoms and survival were
followed in all groups for 40 days.

All mice receiving CAL-1 leukemic cells alone died from leukemia, whereas mice
receiving PBMCs without HuMoSC also died quickly but from GvHD. Interestingly, PBMC
injection efficiently provided a GvL effect, which significantly increased survival (p=0.0305).
At day 25, 90% of the mice receiving CAL-1 cells alone had died as had 60% of mice receiving
CAL-1 cells + PBMC, whereas 80% of mice receiving CAL-1 cells + PBMC + HuMoSC
showed long-term disease-free survival. Interestingly, none of the mice receiving PBMCs +
HuMoSC died from leukemia, thus demonstrating that HuMoSC do not impair the GvL effect
in this model. Altogether, we demonstrated that the co-administration of HuMoSC with PBMC
efficiently delayed the development of GVHD in NSG mice without increasing the recurrence
of leukemia, resulting in significantly improved overall survival (leukemic cells versus
leukemic cells + PBMC + HuMoSC, p=0.0002) (Figure 3E). These results also showed that
HuMoSC maintain their GvHD-prevention effect in an in vivo model mimicking allo-HCT

conditions.

Clinical grade HuMoSC can be generated

HuMoSC tolerate long-term cryopreservation with unaltered viability, phenotype and
function (Figure 4A-4B). The same qualities are preserved when the cell culture medium is

replaced by clinically used albumin solution in cell transfusion procedures. Moreover, HuMoSC
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remain stable at room temperature or at 4°'C for a long period of time, long enough for clinical
transfusions (Figure 4C-4D). Of great clinical importance, HuMoSC can be generated in GMP
conditions with a comparable CD33*CD11b" phenotype (Figure 6E) and strong suppressive
function (> 75% of inhibition of proliferation) against stimulated CD4 and CD8 T lymphocytes
(Figure 4F).

95



Discussion

Immunosuppressive cell-based therapy may make it possible to reduce doses of
immunosuppressive drugs being administered to patients with auto-immune diseases and/or to
patients who have undergone allogeneic transplantation. We have already developed a clinically
relevant and feasible approach to generate ex vivo a subpopulation of HuMoSC that can be used
as an efficient therapeutic tool to prevent inflammatory disorders. The therapeutic efficacy of
HuMoSC was determined in the xenogeneic GvHD mouse model in which the disease was
induced by injecting human PBMC. In the present report, we further investigated the practical
potential of this HUMoSC therapy. It is evident that the overwhelming positive results of
suppressive cell therapies reported from in vitro and preclinical animal studies have for the most
part not yet translated into full clinical efficacy. Clearly, there is still much to be learned with
regard to the in vivo interactions of cell therapies in human pathological states. The preservation
of the suppressive capacity of cell therapies after injection into patients is crucial. Unlike other
cell therapies, such as those with Treg, which converted into different types of ex-Treg cells

6 or autoimmune diseases *"°, HuMoSC maintain their

under inflammatory conditions
suppressive properties under inflammatory conditions. The suppressive properties of HuMoSC,
such as the ability of HuMoSC to inhibit T cell proliferation, are not affected by LPS and other
TLR ligands or inflammatory cytokines >, whereas those of mesenchymal stromal cells
(MSC) are. However, the effect of in situ inflammation on MSC activation status varies
depending on the level and type of inflammation 2. Moreover, Treg induction by HuMoSC is
not affected by TLR ligands.

Methotrexate,  cyclosporine and  methylprednisolone are  widely  used
immunosuppressive  drugs to prevent/treat GvHD after alloHCT. The general
immunosuppression following their administration may lead to the development of
opportunistic infections and patient relapse. In this study, we demonstrated that HuMoSC can
be used in the presence of these drugs and, more importantly, we showed synergistic effect that
would allow to lower the doses of immunosuppressive drugs administered to patients. It has
been shown that mouse MDSC cultured in the presence of cyclosporine are increased with no
alteration of their phenotype and, moreover, these MDSC exhibited enhanced
immunosuppression via the iNOS pathway 2. In our study, we showed in vitro that HuMoSC
retained their suppressive effect against T cell proliferation and promoted Treg induction in the

presence of cyclosporine. This result could be surprising because it has been demonstrated that
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cyclosporine inhibits induction of Ag-specific CD4*CD25*FoxP3* Tregs in vivo ¢, as the
survival and suppressive activity of Treg depend on exogenous IL-2'7. This result suggests that
as HUMoSC do not produce IL-2, they promote Treg expansion through another pathway. For
instance, Ruppert et al showed that regulatory T cells were able to resist cyclosporineinduced
cell death via CD44 cross-linking by hyaluronan, which promoted IL-2 independent FoxP3
expression 18, The impact of associating immunosuppressive cells and immunosuppressive
drugs has also been evaluated in Treg therapy. In a GMP generation protocol of Treg, the
presence of immunosuppressive drugs, i.e. tacrolimus, mycophenolic acid (active metabolite of
mycophenolate mofetil) and methylprednisolone, affected the viability and proliferation of
expanded Treg in vitro and in vivo ?°. Here, we showed that HuMoSC do not lose their
suppressive activity when exposed to these immunosuppressive drugs, which are routinely used
in patients treated for GVHD or autoimmune diseases. We found similar data to that obtained
with MSC 2422 namely that the coadministration of HuMoSC with classically used
immunosuppressive drugs increased their protective effects and, thus, made it possible to reduce
the dose of immunosuppressants without jeopardizing GvHD prevention. This result opens a
new therapeutic era in which doses of immunosuppressant, and thus their iatrogenic damage,
will be reduced thanks to HuMoSC therapy.

We have already shown that HuMoSC can induce FoxP3"CD8" and FoxP3"CD4" Treg
subpopulations in vitro and in vivo®. Treg induction is already a well-known
immunosuppressive pathway used by MDSC to alter the tumoral environment 2326, and may
involve immunosuppressive cytokines, such as IL-10, which is actually secreted by HuMoSC
8 1t has also been suggested that TGF-B is involved in this Treg induction 224, however,
HuMoSC do not produce TGF-p and do not induce Treg proliferation, but rather induce Treg
differentiation from naive T cells, which may exclude the role of TGF-B. HuMoSC not only
induce Treg but also increase their suppressive ability. Although the Treg induction mechanism
has not yet been deciphered, this peculiar property of HuMoSC makes them a promising therapy
in inflammatory diseases.

The GvL / GvHD balance is critical in allo-HCT. Immunosuppressive therapy should
not inhibit the GvL effect, which is an expected goal of allo-HCT. We established a model
mimicking allo-HCT in NSG mice, in which leukemia or GVHD do not kill the mice too quickly
so as to leave time for a therapeutic intervention. Our experimental model tackles important
limitations of mouse models of GvL/ GvHD, since human cells were used to induce both
xenogenic GvHD and allogenic GvL. Even though this model enabled us to demonstrate that
the injection of HUMoSC did not increase the percentage of leukemia recurrence or relapse in
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mice undergoing allo-HCT while delaying the onset of GvHD. These results allowed us to
conclude that HuMoSC do not diminish the GvL effect. Every step of the clinical manufacturing
process needs to respect local legislation, such as Advanced Therapy Medicinal Product
(ATMP) legislation in all EU countries, and to comply with GMP requirements specific to the
field. HuMoSC are expected to be generated from third-party healthy donors and administered
in a completely HLA-mismatched allogeneic setting.

HuMoSC have been shown to inhibit both autologous and allogeneic T lymphocytes &.
Moreover, the cryopreservation step in the manufacturing process allowing the use of cell
therapy in clinical assays is necessary since cryopreservation enables rapid access to this cell
therapy in acute conditions, such as the onset of GvHD. Large-scale manufacturing and banking
of batches of HUMoSC are already validated. Unlike HuMoSC, MSC lose their suppressive
properties after cryopreservation 2?8, which explains the unresponsiveness of some patients
with severe acute GVHD to MSC infusion 2°2°. Cryopreservation does not alter the HuMoSC
phenotype or impair their functional suppressive properties. In this study, we demonstrated the
stability of clinical grade HuMoSC. Our current manufacturing protocol contains only one
freezing step and the frozen HUMoSC are thawed before CD33 sorting and infusion into the
patient. HUMoSC remain viable and maintain their suppressive functions for at least 6 hours
after thawing, which is sufficiently long to infuse the cells into patients; this has also been
validated. Moreover, all of our in vivo experiments were carried out with freeze-thawed
HuMoSC.

Even though more robust clinical data showing the efficacy of HuMoSC in controlling
GVHD in leukemia patients undergoing allo-HCT are needed, HuMoSC-based cell therapy
represents a promising targeted approach in the prevention of human acute GvHD and in the

treatment of autoimmune diseases.
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Figure legends

Figure 1: HuMoSC properties (inhibition of PBMC proliferation and Treg induction) are not

impaired by an inflammatory environment.

Cell-Trace Violet stained PBMC stimulated with anti-CD3/CD28 microbeads were co-cultured
with or without HuMoSC (ratio 4:1) in an inflammatory environment and assessed for their
proliferation index. At day 5, PBMC were stained with anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-
CD25, anti-CD103, anti-CD39 and anti-FoxP3 antibodies. A. HuMoSC inhibitory effect on T
cell proliferation in the presence or not of different doses of the following pro-inflammatory
cytokines: 1L-2 (201U/ml), IFNy (20ng/ml), TNF-a. (20ng/ml) and IL-1p (20ng/ml) or a mix at
the respective doses for 5 days. B. HuMoSC inhibitory effect on T cell proliferation in the
presence or not of different doses of the following TLR ligands: LPS (50 ng/ml), PAM (50
ng/ml), Poly I:C (50 pg/ml) and flagellin (50 ng/ml) for 5 days. C. HuMoSC-induced CD4 Treg
in the presence of inflammatory cytokines. D. HuMoSC-induced CD4 Treg in the presence of
TLR ligands. E. HuMoSC-induced CD8 Treg in the presence of inflammatory cytokines. F.
HuMoSC-induced CD8 Treg in the presence of TLR ligands. Data are shown as means + SEM
of 6 representative experiments. P value are the result of Student t test: ns = non-significant, *
<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****< 0.0001

Figure 2: HuMoSC properties (inhibition of T cell proliferation and Treg induction) are not

impaired by currently used immunosuppressive treatments in GvHD.

Cell-Trace Violet stained PBMC stimulated with anti-CD3/CD28 microbeads were co-cultured
with or without HUMoSC (ratio 4:1) and methylprednisolone (MP) 25ng/ml, methotrexate
(MTX) 2.5ng/ml, cyclosporine A (CsA) 5ng/ml or a mix for 5 days and assessed for their
proliferation index. At day 5, PBMC were stained with anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-
CD25, anti-CD103, antiCD39 and anti-FoxP3 antibodies. A. HuMoSC inhibitory effect on T
cell proliferation in the presence of immunosuppressive drugs B. HuMoSC-induced CD4 Treg
in the presence of immunosuppressive drugs. C. HuMoSC-induced CD8 Treg in the presence
of immunosuppressive drugs. Data are shown as means + SEM of 6 representative experiments.

P value are the result of Student t test. D. Synergistic effect of the association HuMoSC + CTX
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for controlling GvHD. NSG mice underwent total body irradiation of 2Gy 6h before the
injection of 10 x 10° human PBMC (Group 1, control, n=11), with 2.5x10° HuMoSC (co-
injection with PBMC) injected on DO and D7 (Groupe 2, n=6), cyclophosphamide (CTX) at a
dose of 10 mg/kg on D3 (Group 3, n=12) or with 2.5x10® HuMoSC (co-injection with PBMC)
and 10mg/kg of CTX on D3 (Group 4, n=12). Mouse survival was censored at day 100 after
injection. Results of two independent experiments (except for HuMoSC alone treated group).
P value are the result of log-rank test: ns = non-significant, * < 0.05, **< 0.01, ***< 0.001,
****<0,0001

Figure 3: HUMoSC increase the survival of tumor bearing mice by protecting them from GvHD

and leukemia.

Different models of leukemia using Cal-1 were tested in order to determine the best model.
Model using 5 x 10 ® Cal-1 by 1.V. on DO cells was finally chosen. B. Survival of NSG mice
with different doses of Cal-1 (1, 2, 5 and 10 x 10° Cal-1). C. Optimization of irradiation doses
(2 and 4 Gy) and PBMC count (10 or 20 x 10° per mouse). D. Chosen timeline for experiment
and evaluated parameters. E. Survival was assessed for tumor group (n=15), tumor + PBMC
group (n=15) and tumor+PBMC+HuMoSC group (n=15) Mice received intravenous injection
of 5x10°8 Cal-1 cells followed by low-dose irradiation (2Gy) at day 7 and an intraperitoneal
injection of either 10x10® PBMC alone or PBMC+ 2.5x10°® HuMoSC at day 8. Data were
censored after 40 days of follow-up. P value are the result of log-rank test: ns = non-significant,
*<0.05, ¥*< 0.01, ***< 0.001.

Figure 4: HUMoSC phenotype and function are not impaired by long-term cryopreservation or

room temperature

HuMoSC phenotype and immunosuppressive function estimated by the inhibition of
proliferation of Cell-Trace Violet stained PBMC stimulated with anti-CD3/CD28 microbeads.
A. Phenotype after cryopreservation at -80°C for 0, 7, 30, 60 or 100 days. B. Function after
cryopreservation at -80°C for 0, 7, 30, 60 or 100 days. C. Phenotype after preservation at room
temperature (RT) or at 4°C for 6 hours. D. Function after preservation at RT or at 4°C for 6
hours. Data are shown as means £ SEM of 3 representative experiments. P values are the result

of Student t test: ns = non-significant. E. Phenotype of two different batches after 2 months of
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cryopreservation. F. Function of two different batches after 2 months of cryopreservation.

Results are shown by dot plot and histogram of representative experiments.
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Article 2 : “Therapeutic interest of an immunosuppressive myeloid cell supernatant in GvHD

prevention”

Article en cours de soumission
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Résumé de ’article 2

Le passage de la paillasse au lit du malade des HuMoSC s’est heurté a 2 problémes insolvables
au sein de ’unité. Tout d’abord, le nombre de monocytes nécessaire pour générer un nombre
suffisant d’HuMoSC pour traiter un patient est trop important pour étre acceptable dans un
protocole de recherche clinique. De plus, les billes de tri magnétique CD33+ ne sont pas
disponibles au grade GMP. Nous avons alors modifié notre protocole pour isoler les cellules
CD14+ au lieu des CD33+ a la fin de la culture, ce qui nous a permis d’obtenir un nombre de
cellules beaucoup plus important et avec un protocole totalement en conditions BPF. Les
cellules ainsi générées ont été appelées CD14-HuMoSC, leurs propriétés immunosuppressives
sont faibles en comparaison de celles des HuMoSC (données non montrées). Nous avons alors

choisi d’étudier les propriétés immunosuppressives du surnageants des CD14-HuMoSC.

Nous avons tout d’abord mis en place un protocole de génération simple, rapide, facilement
reproductible et respectant les BPF. Le surnageant est produit en mettant en culture 1 million
de CD14-HuMoSC dans un 1ml de sérum physiologique pendant 24h a 37°C et sous 5% de
COz2. Le surnageant produit respecte les BPF et est hautement immunosuppressif puisqu’il
inhibe 100% de la prolifération des LT. Dans un premier temps, I’étude sur les LT a mis en
évidence un effet immunosuppressif a la fois sur la prolifération des LT CD4+ et CD8+ mais
aussi une diminution de 1’activation lymphocytaire. L’effet immunosuppressif n’est pas di a
I’apoptose ou a la nécrose des LT. Le surnageant de CD14-HuMoSC diminue la réponse Thl
en faveur d’une réponse Th2 par inversion du ratio Th1/Th2. L’analyse du contenu cytokinique
montre une diminution de la production d’IFN-y mais aussi d’IL-17A. Le surnageant de CD14-
HuMoSC diminue aussi la cytotoxicité des LT CD8+ par diminution de leur dégranulation et
de la production de granzyme B. De plus, comme il avait été montré avec les HUMoSC, on
observe une induction de CD4 et CD8 Treg par le surnageant de CD14-HuMoSC laissant penser
que I’induction de Treg par les cellules n’est pas contact dépendante. Ensuite, nous avons évalué
I’impact du surnageant de CD14-HuMoSC sur une autre population cellulaire impliquée dans
la réponse immunitaire, les DC. Nous avons montré que les DC traitées par le surnageant de
CD14-HuMoSC a J5, au moment de la maturation, ou a J7, lorsque les DC sont matures, avaient
une capacite altérée a induire la prolifération lymphocytaire. Nous n’avons pas mis en évidence
de modifications significatives de I’expression des marqueurs de co-stimulation ni de la
sécrétion de cytokines. Nous avons également montré que ni un environnement inflammatoire
ni la présence d’immunosuppresseurs n’altéraient la fonction immunosuppressive du

surnageant de CD14-HuMoSC. In vivo, nous avons établi qu’une injection hebdomadaire de
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surnageant prévenait de fagon efficace la survenue de la GvHD, améliorant a la fois la survie et
le score. Enfin, la congélation et la filtration stérilisante ne modifient pas les propriétés
immunomodulatrices du surnageant de CD14-HuMoSC, ouvrant la voie a une possible
production du surnageant respectant les BPF. Toutes ces propriétés font du surnageant des
CD14-HuMoSC un excellent candidat thérapeutique pour le traitement de la GvHD ou pour
d’autres maladies inflammatoires. Afin de mieux comprendre les mécanismes
immunosuppressifs du surnageant, nous avons étudié son contenu protéique et cytokinique. La
protéomique a montré un profil distinct entre le surnageant de CD14-HuMoSC et le surnageant
de monocytes utilisé comme contrdle. L’analyse a mis en évidence la présence de 3 protéines
immunosuppressives, 1’ostéoactivine, la galectine-3 et I’IL-1RA dans le surnageant des CD14-
HuMoSC alors que ces protéines étaient quasi-inexistantes dans le surnageant des monocytes.
Le multiplex a confirmé ces résultats et a montré également une différence quantitative
significativement différente entre le surnageant de CD14-HuMoSC et de monocytes. Méme si
le mécanisme immunosuppressif n’est pas encore complétement élucidé, notre équipe a généré
un nouveau produit immunosuppressif qui pourra étre utilisé comme prévention de la GvHD

mais aussi dans toutes les maladies inflammatoires.
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Abstract

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation is currently used as a curative approach for
hematologic malignancies but is limited by mortality and morbidity secondary to graft-versus-
host disease (GVHD). Interestingly, new cellular-based therapies have shown promising results
for the control of GVHD. Our team has successfully generated a subpopulation of suppressor
cells of monocytic origin, named HuMoSC (CD33+ cells: Human Monocyte-derived
Suppressor Cells), which inhibit T cell activation, proliferation and interestingly reduce GvHD
severity in a xenogeneic model. In order to increase the number of immunosuppressive cells
recovered with this protocol, we isolated not only the CD33+ but all the CD14+ cells and named
this population CD14-HuMoSC. The aim of this work was to study the immunoregulatory

properties of the CD14-HuMoSC supernatant that can be easily generated in large amounts.

We demonstrated that CD14-HuMoSC supernatant inhibited both CD4 and CD8 T cell
proliferation, induced Th2 response and decreased CD8 cytotoxicity. Furthermore, CD14-
HuMoSC supernatant added during dendritic cell generation decreases their ability to induce T
cell proliferation. In vivo, CD14-HuMoSC supernatant prevented from GvHD in a clinically
relevant model of GvHD using NOD/SCID/IL-2Ryc-/- (NSG). Furthermore, CD14-HuMoSC
supernatant did not lose its immunoregulatory properties in inflammatory environment and can
be produced according to good manufacturing practices (GMP). Proteomic and Multiplex
analyses of CD14-HuMoSC supernatant revealed the presence of immunosuppressive proteins

such as osteoactivin, galectin-3 and IL-1RA.

We demonstrated that CD14-HuMoSC supernatant is endowed with immunosuppressive
properties in vitro and in vivo. These results make CD14-HuMoSC supernatant a promising

therapy for preventing GvHD and treating inflammatory diseases.
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Introduction

Allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) is the only curative treatment for
hematologic malignancies but is limited by mortality and morbidity secondary to graft-versus-
host disease (GvHD). The most common treatment of GvVHD is the use of immunosuppressive
drugs to prevent expansion of pathogenic T cells. The main inconvenient of such administration
consists in general immunosuppression, which makes the patient vulnerable to infections. This
immunosuppressive state increases the risk of relapses and opportunistic infections. Therefore,
there is an unmet need to develop novel therapies. Development of cell therapy from
immunosuppressive cells has appeared in recent years as a solution to prevent GvHD!?2, The
use of regulatory T cells (Treg) was a promising therapy in GvHD prevention. However, many
limitations have been raised for their clinical use, such as the very low level of Treg in humans
and the difficulty of ex-vivo expansion of these cells®” while retaining their suppressive
properties. Also, cell therapies based on mesenchymal stem cells (MSC) derived from bone
marrow (BM) have shown promising effects on GvHD but the results obtained between
different laboratories are discordant® and expansion troubles have been highlighted03110.111
their immunosuppressive potential still remains to be explored. In this context, our team has
previously reported on an original approach to obtain human myeloid suppressor cells derived
from circulating monocytes. Those immunosuppressive cells were named human monocyte-
derived suppressor cells (HuMoSC)*8, We have shown that HuMoSC are efficient to inhibit T
cell proliferation in a STAT3-dependent manner but also induce Treg population and
significantly prevent GVHD in a xenogeneic murine model. Moreover, our team has shown that
supernatant generated from HuMoSC was highly immunosuppressive. The use of the
supernatant as a therapeutic product would circumvent the problems linked to cell therapy and

allow having a safer product with constant immunosuppressive properties. Indeed,
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immunosuppressive cells can lose their immunosuppressive properties in vivo in an
inflammatory environment*’®174. However, the number of HuMoSC is relatively limited. In
order to increase the number of immunosuppressive cells recovered from our protocol, we
isolated not only the CD33+ but all the CD14+ cells named as CD14-HuMoSC. The number of
CD14-HuMoSC obtained after magnetic sorting was 3 to 4 times greater than the number of
HuMoSC but CD14-HuMoSC had slightly less immunosuppressive capacities compared to
HuMoSC. Thanks to this increased number of suppressive cells, large amounts of CD14-
HuMoSC supernatant were collected and its immunoregulatory properties were analysed. We
assessed the effect of this supernatant on two major cell populations involved in
physiopathology of GvHD, T cells and dendritic cells (DC). Efficiency of CD14-HuMoSC
supernatant on GVHD prevention was evaluated in a clinically relevant model of GvHD using
NOD/SCID/IL-2Ryc" (NSG). Regarding its future therapeutic use, we demonstrated that
CD14-HuMoSC supernatant can be used in inflammatory environment and can be produced
according to good manufacturing practices (GMP). Furthermore proteomic and multiplex
analyses of CD14-HuMoSC supernatant revealed the presence of immunosuppressive proteins

such as osteoactivin, galectin-3 and IL-1RA.
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Material and Methods
Generation of CD14-HuMoSC

Human study was approved by the Etablissement Francais du Sang (EFS: ENR-B1-051,
Besancgon, France), with informed consent in compliance with the Declaration of Helsinki.
HuMoSC generation has been described previously. Briefly, PBMC were isolated from buffy
coats of healthy donors by Ficoll density gradient centrifugation. Monocytes were purified from
PBMC by Percoll density gradient centrifugation. HuMoSC were generated by incubating
monocytes (2x10° cells/ml) in X-vivo 15™ (Lonza, Suisse) supplemented with recombinant
human GM-CSF (10 ng/ml) and IL-6 (10 ng/ml) (both from Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach,
Germany) for 7 days with twice changed medium. The cultured cells were harvested and
cryopreserved in X-vivo 15™ supplemented with 10% DMSO (controlled rate freezing of 1
°C/min) at -80 °C. CD14-HuMoSC were obtained after CD14+ selection from fresh or

cryopreserved cells.
Magnetic cell isolation and sorting

CD14-HuMoSC and T cells were purified by magnetic cell sorting using human CD14" and
Pan T cells isolation Kits respectively and an autoMACS-Pro™ separator according to the

manufacturers’ instructions (Miltenyi Biotec).
T cell proliferation and suppression assays

PBMC and T cells were stained using Cell Trace Violet according to the manufacturer’s
procedure (Cell Trace™, Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Labeled cells were cultured with
Human T-activator CD3/CD28 beads (Dynabeads, Invitrogen) in 24-wells plate with or without
CD14-HuMoSC (T cell to CD14-HuMoSC ratio = 4:1) or with or without CD14-HuMoSC

supernatant (500l of CD14-HuMoSC supernatant for 500 000 labeled cells at 1million
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cells/ml). T cell division was detected after 5 days by flow cytometry using a LSRII cytometer
(BD Biosciences) and analyzed using the ModFit® software (version 5.0). CD14-HuMoSC
supernatant suppressive activity against PBMC was evaluated in presence or absence of
following pro-inflammatory cytokines (human recombinant IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-1B and
mix) (Miltenyi Biotec) at the concentration of 100 pg/ml and TLR ligands (LPS, PamsCys-
SK4, Poly I:C, Flagellin) (either, Invivogen, Miltenyi or Fisher Scientific) at the at the
concentration of 50ng/ml. In the separate experiments, anti-inflammatory and
immunosuppressive agents, such as methylprednisolone (MP, 25 ng/ml), methotrexate (MTX,
2,5ng/ml) and ciclosporine (CsA, 5ng/ml) were added to stimulated PBMC only or
PBMC+CD14-HuMoSC supernatant co-cultures. Drugs concentrations have been previously
determined to not fully inhibit PBMC proliferation, allowing to measure the
immunosuppressive effect of the tested product. Responder cell division was evaluated as

described above.
Antibodies and flow cytometry analysis

Flow cytometry analyses were performed as previously reported using monoclonal antibodies
against CD3, CD4, CD8, CD25, IL-4, IL-17A, IFNy, Granzyme B and Perforin from either
Ozyme (Ozyme, Saint-Cyr-1’Ecole, France) or eBioscience (eBioscience, Paris, France). Treg
were stained with anti-Foxp3 (Alexa 488) (Human Treg Flow™ Kit, Biolegend). For
discrimination of viable cells, early apoptotic cells and necrotic cells, cells were stained with
Annexin V antibody (eBioscience, Paris, France) and Fixable Viability Stain (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ) following manufacturer instructions. Cells were analyzed using a LSRII
cytometer (BD Biosciences) and data analysis was performed with the FlowJo® software

(version 10.0.7r2).
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Xenogeneic model of GvHD

NSG mice received total body irradiation of 2 Gy at day 0 and were transplanted
intraperitoneally with human PBMCs (10x10° per mouse) 6 hours after with or without CD14-
HuMoSC supernatant (2ml per mouse). The mix of PBMC with both supernatant was made

before injections, total volume of injection was 2ml per mouse.

Mice were scored twice a week until the end of experiment in a blinded fashion for clinical
signs of GvHD (weig ht loss, general appearance of the fur and mobility). Incidence of GvHD,
clinical score, weight and survival was noted for each mouse. Mice were euthanized when the
clinical endpoints were reached (>15% weight loss, hunched posture, ruffled fur, reduced
mobility, tachypnea). Blood analysis were performed from 150-200 pL of heparinized blood
withdraw from mandibular or tail vein. Animal protocols were approved by Institutional

Animal Care and Use Committee at the University of Burgundy.
Proteomic analysis

CD14-HuMoSC supernatant were compared to monocyte supernatant produced following the
same protocole. Samples were sent frozen at -20°C to the Platerforme d’ Analyse Protéomique
de Paris Sud-Ouest (PAPPSO). Samples were concentrated on mass filter of 3 kDa and then put
down a gel. The gel bands were then digested to be analyzed by nano-HPLC coupling on a Q-
exact Plus spectrometer (ThermoFisher Scientific). Only proteins free from contamination by
bovine serum albumin were kept for analysis. In order to highlight proteins with significant
variations, an analysis of variance using a linear model was used as well as a post-hoc Tukey

analysis.

Multiplex analysis
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Concentrations of CCL2 (monocyte chemotactic protein 1 [MCP-1]), IFN-y, IL-1RA, IL-2, IL-
6, IL-10, IL12p70, osteoactivin (GPNMB), TNF-a, Gal-3, PD-L1, IL-1B, Granzyme B, IL-4,
IL-17A were determined in cell-culture supernatant by using Multiplex kit according to the

manufacturer’s instructions (R&D Systems).

Statistical analyses

To analyze statistical significance between two groups, a Student’s t-test was used. Overall
survival was calculated as the time from the day of injection of PBMC until death. Data were
censored after 104 days of follow-up. Kaplan-Meier curves were plotted and differences were
evaluated using the log-rank test. For all statistical analyses, Prism 5 software was used

(GraphPad Software) and a 2-tailed p<0.05 was considered significant.
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Results
CD14-HuMoSC produce an immunosuppressive supernatant

Change in the HuMoSC generation protocol allowed us to generate higher number of
suppressive  CD14-HuMoSC which produced large amounts of supernatant. All the
supernatants collected after either 6h, 12h or 24h of plating CD14-HuMoSC in physiological
serum produced a highly immunosuppressive supernatant (Figure 1A). We chose to collect the
supernatant after 24h of plating in all the further experiments. The capabilities of different
concentrations of the CD14-HuMoSC supernatant to inhibit T cell proliferation were studied
and the concentration of 50% was chosen in all the further experiments (Figure 1B et 1C).
CD14-HuMoSC supernatant inhibited proliferation of both CD4+ and CD8+ T cells (Figure
1D). Moreover, inhibitory function did not seem to be related to PBMC cell concentration as
CD14-HuMoSC supernatant inhibited equally from 500 000 to 4 million PBMC (Figure 1E).
Concerning T cell activation, CD14-HuMoSC decreased both CD4 and CD8 T cell activation
as shown by the decrease in IL-2 secretion but also CD25 expression (Figure 1F et 1G).
Moreover, we assessed that decrease of T cell proliferation was not due to T cell death
(Supplemental figure 1). Taken together, these experiments showed that CD14-HuMoSC

supernatant is highly immunosuppressive and can be quickly and easily produced.

CD14-HuMoSC supernatant switchs T cell polarization toward a Th2 phenotype, impairs
CD8 cytotoxicity and induces both CD4 and CD8 Treg

CD14-HuMoSC supernatant can impact on T cells in multiple ways. Interestingly, CD14-
HuMoSC supernatant switched T cell polarization. Th1 phenotype was diminished in favour of
acquiring Th2 phenotype (Figure 2A et 2B). During T cell differentiation, the addition of CD14-
HuMoSC supernatant in the culture decreased the percentage of CD4* IFNy* T cells and

increased the percentage of CD4" IL-4" T cells (Supplemental figure 2A). Indeed, Th1/Th2
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ratio was profoundly decreased in the presence of CD14-HuMoSC supernatant. However,
CD14-HuMoSC supernatant did not modify Th17 population (data not shown). The analysis
was also done on CD8" T cell polarization and showed similar results. CD14-HuMoSC
supernatant significantly increased Tc2 population leading to a significant decrease of Tc1/Tc2
ratio (Supplemental figure 2B). Cytokine assessment in the culture supernatant confirmed the
phenotypic analysis (Figure 2C). Cytotoxic T lymphocytes (CTL) is a major cell population
involved in the effector phase of acute GvHD, so we further investigate the CD14-HuMoSC
supernatant impact on CD8+ T cell cytotoxicity. After incubation of isolated T cells with
supernatant for 4 days, we showed that CD14-HuMoSC supernatant decreased CD63
expression on CD8+ T cells, suggesting an impaired capacity of CTL to degranulate when
treated with CD14-HuMoSC supernatant (Figure 2D). Moreover, granzyme B secretion by T
cells was decreased in the presence of CD14-HuMoSC supernatant in favor of a dysfunction of
cytotoxic T cells after culture with this supernatant (Figure 2D). Thus, our team has reported
that HuMoSC induced both CD4 and CD8 Treg population®, Mechanisms of this induction
are still under investigation. We therefore questioned if CD14-HuMoSC supernatant has the
capability to induce CD4 and CD8 Treg. Indeed, CD14-HuMoSC supernatant induced CD4
Treg and CD8 Treg differentiation. The number of Treg has more than doubled after culture

with CD14-HuMoSC supernatant (Figure 2E).

Taken together, these experiments demonstrated that CD14-HuMoSC supernatant is highly
immunosuppressive and regulates immune responses to immune tolerance as it switched toward
T cell response to a Th2 response and decreased Th1 response, decreased CD8 cytotoxicity and

also induced CD4 and CDS8 Treg.

CD14-HuMoSC supernatant impairs DC functions
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As DC play a key role in GvHD, we evaluated whether CD14-HuMoSC supernatant have the
capabilities to modify DC differentiation and DC functions. To evaluate the effects of CD14-
HuMoSC supernatant on DC maturation and function, CD14-HuMoSC supernatant or
physiologic serum were added to the culture at different times of the differentiation (Day5 or
Day7). The treatment with CD14-HuMoSC supernatant did not modify DC phenotype or DC
cytokine secretion whatever the day (Day5 or 7) (Figure 3B, 3C and 3E). CD14-HuMoSC
supernatant significantly decreased the DC property to strongly stimulate allogeneic PBMC at

different ratio at day 5 or 7 (Figure 3A and 3D).

Taken together, our data suggested that CD14-HuMoSC impaired the DC capability to induce

T cell proliferation.

CD14-HuMoSC supernatant prevents from GvHD

In order to determine the therapeutic potential of CD14-HuMoSC supernatant, we used a
xenogeneic model of GvHD using NSG mice. Human PBMC were administered to induce
GVHD (weight loss, hunched posture, ruffled fur, reduced mobility, skin integrity and diarrhea).
We demonstrated that a weekly administration of CD14-HuMoSC supernatant significantly
prevented the development of GvHD in NSG mice (p=0.0451) (Figure 4A). The CD14-
HuMoSC supernatant tended to ameliorate GvHD score and weight with significant result only
on D57 (p=0.0247) (Figure 4B and 4C). Engraftment and percentage of T cells showed no

differences between groups (Supplemental figure 3).

CD14-HuMoSC supernatant keeps its immunosuppressive function in clinical conditions

As the aim of this study was to use this supernatant as a therapy in patients undergoing allo-

HCT, we had to assess the immunosuppressive function of CD14-HuMoSC supernatant in an
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inflammatory environment and in the presence of immunosuppressive drugs usually used in
clinic for GvHD prevention such as methotrexate, ciclosporine A and methylprednisolone. As
shown in the figure 5A, the immunosuppressive properties of CD14-HuMoSC supernatant were
not abrogated in the presence of these immunosuppressive drugs alone or a mix either. Thus,
TLR ligands or proinflammatory cytokines did not affect CD14-HuMoSC supernatant

immunoregulatory properties (Figure 5B and 5C).

All these data demonstrated that CD14-HuMoSC supernatant kept their immunoregulatory

properties in inflammatory conditions and in the presence of immunosuppressive drugs.

CD14-HuMoSC supernatant can be produced in GMP conditions

The generation protocol is fully GMP, especially for CD14-HuMoSC isolation thanks to the
CD14 microbeads with GMP grade. CD14-HuMoSC supernatants are produced in physiologic
solution, a clinically relevant medium, usually used for drug administration. We have shown
that freezing for 2 months and sterile filtration 0.22um did not modify theCD14-HuMoSC
supernatant immunosuppressive functions (Figure 6A and 6B). CD14-HuMoSC supernatant

can be produced on a large scale and in a GMP manner.

CD14-HuMoSC supernatant display relevant immunosuppressive pathways compared to

monocytes

In order to study if the monocytic origin plays a key role in the immunosuppressive properties
of CD14-HuMoSC supernatant, we compared immunosuppressive properties of monocyte
supernatant with CD14-HuMoSC supernatant. Six samples from 3 differents CD14-HuMoSC

and 3 monocyte supernatants were analyzed regarding their immunosuppressive properties.
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Contrary to CD14-HuMoSC supernatants, none of the monocyte supernatants showed
immunosuppressive properties. Proteomic analysis of monocytes and CD14-HuMoSC
supernatants was performed in order to identify proteins involved in these immunosuppressive
properties. Analyses identified 912 subgroups of proteins in a total of 2508 proteins. Principal
component analysis (PCA) showed great differences between the two types of supernatants
(Figure 7A). Supernatants were homogeneous except one sample of CD14-HuMoSC that was
apart. Interestingly, this sample demonstrated less immunosuppressive capacity (data not
shown) and its proteomic analysis showed some similarities with the monocyte supernatant
rather than the CD14-HuMoSC supernatant (Figure 7B). Based on Gene Ontology terms « t
cell activation », « response to stimulus » and « immune system process », we highlighted a
differential expression of proteins responsible for immunosuppression (Figure 7B). We
observed a high modification of protein profile expressed in CD14-HuMoSC supernatant
compared to monocyte supernatant. Variance analyses identified 416 proteins differentially
expressed and three proteins known to have immunosuppressive properties were identified,
galectin-3, osteoactivin (GPNMB) and IL1-RA (Figure 7C). The multiplex analysis confirmed
that CD14-HuMoSC secrete high levels of galectin 3, IL-1RA and osteoactivin (Figure 7D) and
that concentrations of IL-1RA and galectin 3 were significantly higher in CD14-HuMoSC
supernatants than in monocyte supernatant ; osteoactivin is not secreted by monocytes. None
of the already known immunosuppressive factors expressed by MDSC, chemokines and
cytokines such as CCL-2, IL-10 PD-L1, IL-2, IFN-a or IL-6 were detected at high concentration

in the CD14-HuMoSC supernatant and could explain its immunosuppressive properties.

Altogether, we identified 3 immunosuppressive proteins, IL-1RA, osteoactivin and galectin-3

in the CD14-HuMoSC supernatant which were not present in the monocyte supernatant.
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Discussion

Our team has previously reported on an original approach to obtain human myeloid suppressor
cells derived from circulating monocytes, named HuMoSC (patent N°WO02015140077A1).
This population inhibits T cell activation and proliferation, induces Treg and interestingly
reduces GvHD severity in a xenogeneic model. However, to go from bench to bed side was
hampered by the low yield of generated HuUMoSC; using our protocol, large amounts of
monocytes were needed to treat one patient. This protocol was modified in order to recover all
the CD14 positive cells at the end of the culture instead of only the CD33+ cells. This
modification allowed getting 3 to 4 more times of cells that were named CD14-HuMoSC. These
cells were immunosuppressive but significantly less than the HuMoSC (data not shown).
However, the properties of the supernatant of these cells were studied and we showed that
CD14-HuMoSC supernatant had strong immunosuppressive capacities. In this work, we clearly
demonstrated that CD14-HuMoSC supernatant, contrary to the supernatant of their monocytic
cell counterpart, modulate immune response at several levels, acting mainly on T cells but also
on DC. Indeed, CD14-HuMoSC supernatant inhibits T cell activation and proliferation, induces
Treg differentiation, modulates DC properties and prevents from GvHD. The proteomic
analysis identified a few immunosuppressive proteins overexpressed in CD14-HuMoSC
supernatant, such as galectin-3, osteoactivin and IL-1RA that were absent in the monocytic
supernatant. These results were confirmed by multiplex analysis. The presence of these
immunosuppressive can explain all the immunoregulatory properties of the CD14-HuMoSC

supernatant but further experiments are needed to confirm this hypothesis.

Galectin-3, an immunoregulatory protein secreted by MSC®# can affect both T cells and DC.
Indeed, it has been shown that galectin-3 immunoregulatory function’s mainly resides in the
alteration of the formation of the immunological synapse between DC and LT, Galectin-3

binds the o subunit of TCR and decreases mobility of many molecules on T lymphocyte cell
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surface and, in pellicular, their clustering at the LT/APC interface. Galectin-3 decreases the co-
localization of TCR with CD4 and CD8, alters recruitment of LFA-1 and binds CD45 which
leads to a decrease in intracellular LT signaling and therefore in its activation’®'’7. The
inhibition of the DC-induced T cell proliferation by CD14-HuMoSC supernatant was shown
with both immature and mature DC which allowed us to hypothesize that galectin-3 exerts a
steric effect at the level of the immunological synapse rather than a direct effect on DC
maturation. Moreover, it has been reported that galectin-3 induces LT apoptosis which was not
the case with CD14-HuMoSC supernatant'’®'’®, Likewise, galectin-3 can influence
intracellular cytokines secretion by CD8 T cells'’"*8, Indeed, galectin-3 does not directly
impair IFN-y or granzyme B production by CD8 T cells but this molecule could impair LFA-
1-mediated synapse completion, that results in the inhibition of the degranulation®. It is in
concordance with our data which showed no significant difference in intracellular staining of
IFN-y and granzyme B in T cells but a decrease in their secretion in medium induced after
treatment with CD14-HuMoSC supernatant. Moreover, galectin-3 has also been described in a
mouse model of asthma to be responsible for increasing the Th2 response and decreasing the
Th1 response®®?, In accordance with this effect, CD14-HuMoSC supernatant induced a decrease
in the Thl response and an increase in Th2 response confirmed by cytokine analyses.

Interestingly, Th1/Th2 ratio decrease would help to control GvHD32133.183,

The second immunosuppressive protein identified in the CD14-HuMoSC supernatant was
osteoactivin, a transmembrane glycoprotein expressed on the surface of several cell types such
as DCs, macrophages, melanocytes, osteoblasts and Mo-MDSCs'®18, This protein binds
syndecan-1V expressed on T cells cell surface and inhibits their proliferation. Expression of
osteoactivin on MDSC has been reported particularly in cancer patients and blocking
osteoactivin function could be a potentially useful treatment for restimulate the anti-tumor

immune response!®® Interestingly, osteoactivin has been found in the extracellular
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environment. It has been shown that osteoactivin can be secreted by IFN-y/LPS-activated
macrophages and plays a role of negative feedback of inflammation*®’. Osteoactivin could also
be secreted in exosomes. Indeed, it has been reported that murine melanoma cells exert an
immunosuppressive effect on LT via secretion of exosomes containing osteoactivin®, In this
work, we identified osteoactivin in the CD14-HuMoSC supernatant and we could hypothesize
that CD14-HuMoSC produce extracellular vesicles containing osteoactivin.

Finally, proteomic analysis and multiplex analysis showed that CD14-HuMoSC supernatant
contains large amounts of IL-1RA. IL-1RA is the IL-1 receptor antagonist which binds to the
receptor and competitively inhibits the binding of IL-1p and so preventing it from exerting its
inflammatory effects. This natural molecule, IL1-RA, is commonly used in the treatment of
certain autoinflammatory diseases. However, it should be noted that its effect is weak and that
very large doses of IL-1RA are necessary to successfully block the effects of IL-1, probably

due to the large number of IL-1 receptors present on cell surfaces.

Involvement of those 3 different proteins in the CD14-HuMoSC supernatant

immunomodulatory properties need to be assessed by blocking experiments.

Furthermore, we demonstrated that a weekly injection of CD14-HuMoSC supernatant prevent
NSG mice from GvHD by both improving survival and GvHD Score. To our knowledge, this
is the first time that an immunosuppressive supernatant from myeloid cells was shown to
demonstrate to prevent from GvHD. Furthermore, patient undergoing allo-HCT used
immunosuppressive drugs and present inflammatory conditions which can inhibit the
suppressive cell therapies. Interestingly, neither immunosuppressive drugs nor inflammatory
environment alter the CD14-HuMoSC supernatant immunosuppressive functions. Thus, this
new therapeutic product the CD14-HuMoSC supernatant, efficient for GvHD prevention or

inflammatory diseases can be easily produced according to GMP.
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In conclusion, we reported for the first time the clinical interest of a highly immunosuppressive
supernatant derived from myeloid cells. Even though, the precise mechanisms were not totally
deciphered, we showed that CD14-HuMoSC supernatant inhibits CD4 and CD8 T cell
activation, proliferation and cytotoxicity and also decreases the functional DC properties.
Furthermore, CD14-HuMoSC supernatant prevents NSG mice from GvHD and keeps its
immunosuppressive properties in the presence of immunosuppressant and in inflammatory
environment. Altogether, we demonstrated that CD14-HuMoSC supernatant can be used as an

efficient therapeutic tool to prevent GvHD.
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Figure 4
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Figure 6
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Figure7
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Figures legends

Figure 1: Determination of optimal parameters to produce an immunosuppressive supernatant

by CD14-HuMoSC (CD14-HuMoSC sup).

A. Time point: CD14-HuMoSC were plated for 6h, 12h and 24h at concentration of 1 million

cell/ml in physiologic serum. At each time point, Cell-Trace Violet labeled PBMC stimulated

with anti-CD3/CD28 microbeads were cocultured in presence of 500uL of CD14-HuMoSC

supernatant (50%). The proliferation index was determined after 4 days and the percentage of

proliferation inhibition was calculated. Results of 3 independent experiments are shown. B.

Concentration: two different concentrations of supernatant were assessed, s25% and s50%. The

proliferation index was determined after 4 days and the percentage of proliferation inhibition

was calculated. Results of 3 independent experiments are shown. C. Stimulated PBMC were

cocultured with CD14-HuMoSC supernatant (50%) and proliferation of PBMC was assessed

after 4 days. Representative Modfit analysis is shown. Pi, proliferation index; % : inhibition of

proliferation. D. Percentage of T-cell proliferation inhibition was determined separately for

CD4+ and CD8+ T lymphocytes. Results of 4 independent experiments are shown. E. 500 000,

1 million, 2 millions, 4 millions PBMC were treated with CD14-HuMoSC supernatant. Results

of 3 independent experiment. F. CD25 expression on CD4+ and CD8+ T lymphocytes after

treatment with CD14-HuMoSC supernatant. Results of 6 independent experiments. G. IL-2

secretion by T lymphocytes treated by CD14-HuMoSC supernatant. Result of 4 independent

143



experiments. Data are shown as mean & SEM of representative experiments. *: p < 0,05, **: p

<0,01

Figure 2: Effect of CD14-HuMoSC supernatant on T lymphocytes.

After 4 days of stimulation with anti-CD3/CD28 stimulation beads, LT were stimulated for 4h
with PMA+ionomycine and brefeldin A and then stained for IFN-y, IL-4 and IL-17A detection
among CD4" cells and analyzed by flow cytometry with BD LSR Il and FlowJo software. A.
Dot plot from one representative experiment. B. Percentage of Thl, Th2, Th17 were calculated.
Results of 5 independent experiments are shown. C. IFN-y, IL-4 and IL-17A concentrations
were measured in the culture from stimulated T cells treated with CD14-HuMoSC supernatant.
Results of 3 independent experiments are shown. D. T lymphocytes were stained for CD63
expression and intracellular granzyme B and perforin expression after 4 days of culture with
CD14-HuMoSC supernatant (50%) and then analyzed by flow cytometry. Results of 5
independent experiments are shown. E. Granzyme B concentration was measured in the culture
supernatant from stimulated T cells treated with CD14-HuMoSC supernatant. Results of 4
independent experiments. E. Induction of CD4 and CD8 Treg with CD14-HuMoSC
supernatant. Results of 6 independent experiments are shown. Data are shown as mean = SEM

of representative experiments. *: p < 0,05, **: p <0,01)
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Figure 3: Effect of CD14-HuMoSC supernatant on dendritic cell functions.

A. CD14-HuMoSC supernatant or physiologic serum was added at D5 with LPS to induce DC
maturation, at D7, DC were collected and coculture for 4 days with non-stimulated PBMC
stained with Cell-Trace Violet and analyzed by flow cytometry with BD LSR Il and Modfit
software. Different ratios DC:PBMC were studied. Results of 5 independent experiments are
shown. B. Expression of CD83, CD40, CD86 et HLA-DR was assessed on D7 after treatment
with CD14-HuMoSC or physiologic serum at D5. Analysis by flow cytometry and FlowJo
software. Results of 5 independent experiments are shown. C IL-4, IL12p70, IL-1B, TNF-a,
IL-10 and IFN-y concentrations were measured by Multiplex in DC cell cultured medium.
Results of 4 independent experiments. D. CD14-HuMoSC supernatant or physiologic serum
was added at D7 for 24h and then at D8 cocultured for 4 days with non-stimulated PBMC
stained with Cell-Trace Violet and analyzed by flow cytometry with BD LSR Il and FlowJo
software, Results of 6 independent experiments are shown. D. DC were stained for CD86,
CD40, CD83 and CD80 after incubation for 24h with CD14-HuMoSC supernatant or
physiologic serum. Results of 5 independent experiments are shown, Data are shown as mean

+ SEM of representative experiments. *: p < 0,05, **: p < 0,01

Figure 4: CD14-HuMoSC supernatant controls the development of xeno-GvHD in NSG.
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NSG mice aged of 8 weeks were irradiated with 2 Gy and received intraperitoneously 10 x 10°
huPBMC with 2 ml of physiologic serum (PBMC group, control group, n=15) or 2 mL of
CD14-HuMoSC supernatant (CD14-HuMoSC supernatant group, n=15). A. Mice survival was
assessed twice a week. The survival curves were compared by using log-rank test. B. GvHD
score of the 2 groups was assessed twice a week. C. Mean percentage of weight variations from
original weight was assessed twice a week. D. Mice at day 68, mice from PBMC group mice
has a score at 3, mice from CD14-HuMoSC has a score at 0. Results of 2 independent

experiments are shown. *: p < 0,05

Figure 5: Impact of inflammatory environment on CD14-HuMoSC supernatant

immunosuppressive functions.

A. 500 000 Cell-Trace Violet labeled PBMC stimulated with anti-CD3/CD28 microbeads were
cocultured in presence of methotrexate (MTX, 2,5ng/ml), ciclosporin A (CsA, 5ng/ml),
methylprednisolone (MP, 25ng/ml) or a mix or them and CD14-HuMoSC supernatant. Results
of 3 independent experiments are shown. B. 500 000 Cell-Trace Violet labeled PBMC
stimulated with anti-CD3/CD28 microbeads were cocultured in presence of LPS (50ng/ml),
PAM3CSK4 (50ng/ml), flagellin (50ng/ml), Poly I:C (50ug/ml) or mix of them and CD14-
HuMoSC supernatant. Results of 3 independent experiments are shown. C. 500 000 Cell-Trace
Violet labeled PBMC stimulated with anti-CD3/CD28 microbeads were cocultured in presence

of IL-2 (201U/ml), IFN-y (25ng/ml), TNF-a (25ng/ml), IL-1B (25ng/ml) or a ix of them and
146



CD14-HuMoSC supernatant. Results of 3 independent experiments are shown. Data are shown

as mean = SEM of representative experiments. *: p < 0,05, **: p < 0,01

Figure 6: Production of CD14-HuMoSC supernatant for clinical use.

A. PBMC were stimulated with anti-CD3/CD28 activation beads and were cocultured with

fresh or thawed HUMoSC/CD14-HuMoSC supernatant (50%) at J26 or J56 for 4 days and

analyzed by flow cytometry with BD LSR Il and FlowJo software Freezing of HuMoSC/CD14-

HuMoSC supernatant at -20°C for 2 months. B. PBMC were stimulated with anti-CD3/CD28

activation beads and were cocultured with HuMoSC/CD14-HuMoSC supernatant (50%) before

and after their filtration for 4 days and analyzed by flow cytometry with BD LSR Il and FlowJo

software Impact of sterilizing filtration on HuMoSC/CD14-HuMoSC supernatant

immunosuppressive function. Datas of 3 independent experiments are shown. Data are shown

as mean + SEM of representative experiments

Figure 7: Analysis of CD14-HuMoSC supernatant content compared with monocyte

supernatant (control).

Proteomic analysis was performed with Hybrid lon Trap-Orbitrap Mass Spectrometer (LTQ

Orbitrap XL) in collaboration with INRA genetic platform in Evry (PAPPSO, Plateforme

d'Analyse Protéomique de Paris Sud-Ouest) and analysis was done with the help of Clinical
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Innovation Proteomic Platform. A. Principal Component Analysis. B. Heatmap of
immunosuppressive proteins, sorted by GO annotations “immune system process”. C. Three
immunosuppressive proteins identified with significative variation. .D. Content of CD14-
HuMoSC supernatant was analyzed by using Multiplex. Comparaison of CD14-HuMoSC and
monocyte (control) supernatants for IL-1RA and Osteoactivin (GPNMB) secretions. Data of 3
independent experiments are shown. Data are shown as means = SEM. , * < 0,05, ** < 0,01,

***<0,001
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Supplemental Figure 1
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Figure 1: Effect of CD14-HuMoSC supernatant on T lymphocyte viability. Cell-Trace Violet labeled LT
were stimulated with anti-CD3/CD28 stimulation beads for 4 days with CD14-HuMoSC supernatant (50%).
LT were stained with annexin V and fixable viability stain and then analyzed by flow cytometry with BD
LSR II and FlowJo software. A.Dot plot representative of one experiment with CD14-HuMoSC supernatant
and B: results of 3 independent experiments are shown. Data are shown as mean = SEM of representative

experiments
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Supplemental Figure 2
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Figure 2: Effect of CD14-HuMoSC supernatant on T lymphocytes. After 4 days of stimulation with anti-
CD3/CD28 stimulation beads, LT were stimulated for 4h with PMA-+ionomycine and brefeldin A and then
stained with CD3, CD4, CDS8, IL-4, IL-17A and IFN- y. A. Percentage of CD4"IFN-y and CD47IL-4 were
calculated. Results of 5 independent experiments are shown. B. Percentage of Thl, Th2, Th17, CD8 IFN-y
and CD8" IL-4 were calculated. Results of 5 independent experiments are shown. Data are shown as means

+ SEM. * < 0,05, ** < 0,01
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Supplemental Figure 3 - PaMC

CO14-HUMOSC
sugernatant
A. B.
100+ 100
80 — B804
= =
= 60 = 60
g 8
8 40+ 3 404
3 =
=
20 20
0 T T T 0 T T T
D14 D32 D42 D14 D32 D42

Figure 3: Evaluation of human PBMC engrafment. Mice blood was collected from mandibular or tail
vein of three mice of each group. A. Percentage of human CD45+ cells in mice blood (n=3). B.
Percentage of human CD3+ cells in mice blood at D14, D32 and D42 or at D32. D. CD4/CD8 ratio in

mice blood at D32 (n=3). Data are shown as mean + SEM of representative experiments
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Résultats complémentaires

Les expéeriences menées avec le surnageant de CD14-HuMoSC ont été menées en paralléle avec
le surnageant d’HuMoSC. Les résultats obtenus ont été quasi identiques sauf pour la partie in
vivo. Ces résultats sont présentés dans cette partie en attendant de nouvelles expérimentations

in vivo avec un nouveau schéma thérapeutique adapte.

Les HuUMoSC produisent un surnageant hautement immunosuppresseur, géneré dans un

milieu compatible avec la clinique

Il a été montré dans une précédente publication que le surnageant d’HuMoSC généré sur 48h
dans du milieu RPMI complet est hautement immunosuppresseur®. Briévement, les HuMoSC
ont été incubés pendant 48h a la concentration de 1 million de cellules/ml dans du RPMI
complet pendant 48h, sous 37°C et 5% de CO2. Nous nous sommes interrogés sur le potentiel
thérapeutique de ce surnageant dans la prévention de la GvHD et des maladies auto-immunes.
Nous avons produit ce surnageant en incubant les HuMoSC pendant différents temps dans du
sérum physiologique, qui est un solvant utilisé en clinique et sans produit animal comme le
SVF. Nous avons montré que le surnageant produit en incubant les HuMoSC dans du sérum
physiologique pendant 6h, 12h et 24h, conservait ses fonctions immunosuppressives (Figure
21).
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Figure 21 : Détermination des parametres optimaux pour produire un surnageant immunosuppresseur issu des
HuMoSC (Surnageant d’HuMoSC). Les HuMoSC sont incubées pendant 6h, 12h ou 24h a la concentration de 1
million cellules/ml dans du sérum physiologique. A chaque temps, des PBMC marquées au CTV et stimulées avec
des billes d’activation anti-CD3/CD28 ont été mises en culture en présence de 500uL de surnageant d’HuMoSC

(Surnageant d’HuMoSC, 50%) ou de sérum physiologique. L’index de prolifération est déterminé aprés 4 jours et
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le pourcentage d’inhibition de la prolifération est alors calculé. Les résultats de 3 expériences indépendantes sont
montrés. Les données sont montrées avec la moyenne + SEM des expériences représentatives. (ns = non

significatif).

Ensuite, nous avons compar¢ la capacité d’inhiber la prolifération des PBMC par les HuMoSC
et le surnageant d’HuMoSC produit dans ces nouvelles conditions, a différentes concentrations
(s50% pour 500uL, s25% pour 250uL de surnageant d’HuMoSC dans une plaque 24 puits, puit
de Iml au total) apres 24h d’incubation. Les HuMoSC perdent leur capacité
immunosuppressive apres 24h mais le surnageant reste hautement immunosuppresseur avec
une inhibition de 70% (s25%) a 100% (s50%) de la prolifération des PBMC. Le surnageant
d’HuMoSC aprés 24h conserve la capacité d’inhiber presque a 100% la prolifération des PBMC
(Figure 22A et 22B)
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Figure 22: Détermination des paramétres optimaux pour produire un surnageant immunosuppresseur issu des
HuMoSC (Surnageant d’HuMoSC). A. Des PBMC marquées au CTV et stimulées avec des billes d’activation
anti-CD3/CD28 sont mis en culture en présence d’HuMoSC ou surnageant d’HuMoSC (s25% pour 250ul, s50%
pour 500ul) produit aprés 24h d’incubation. L’indice de prolifération sera déterminé apres 4 jours et le pourcentage
d’inhibition de prolifération est calculé. Les résultats de 3 expériences indépendantes sont montrés. B. Des PBMC

marquées au Cell-Trace Violet et stimulées avec des billes d’activation anti-CD3/CD28 ont été mises en culture
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avec du surnageant d’HuMoSC (50%) et la prolifération des PBMC a été analysée aprées 4 jours. Une analyse sur
ModFit est montrée. Pi, index de prolifération, %, inhibition de la prolifération. Les données sont montrées avec

la moyenne + SEM des expériences représentatives. (ns = non significatif, *: p < 0,05, **: p <0,01)

Nous avons également déterminé si le surnageant d’HuMoSC impactait de fagon similaire les
LT CD4" et LT CD8". Le surnageant d’HuMoSC montre une efficacité comparable sur
I’inhibition de la prolifération des LT CD4" et LT CD8" (p>0.9999) (Figure 23).
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Figure 23 : Evaluation de I’inhibition de la prolifération des LT CD4" et LT CD8" par le surnageant d’HuMoSC.
Les PBMC sont stimulées avec des billes d’activation anti-CD3/CD28 et mis en culture avec du surnageant
d’HuMoSC (50%) pendant 4 jours. Les PBMC ont été marquées avec des anticorps anti-CD3, anti-CD4 et anti-
CD8 puis analysées par cytométrie en flux sur BD LSR 1I et sur le logiciel FlowJo. Le pourcentage d’inhibition
de la prolifération des LT a été déterminé séparément pour les LT CD4* et LT CD8*. Les résultats de 4 expériences
indépendantes sont montrés. Les données sont montrées avec la moyenne + SEM des expériences représentatives.

(ns = non significatif)

Les HuUMoSC ont la capacité d’inhiber la prolifération mais aussi 1’activation des LT. Nous
avons étudié si le surnageant avait aussi cette propriété. Nous avons mesuré 1’impact du
surnageant d’HuMoSC sur I’expression des marqueurs d’activation lymphocytaire, notamment

I’expression du CD25 a la surface des LT CD4" et LT CD8" (Figure 24A).
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Figure 24 : Effet du surnageant d’HuMoSC sur ’activation des LT. Les PBMC sont stimulées avec des billes
d’activation anti-CD3/CD28 et mis en culture avec du surnageant d’HuMoSC (50%) pendant 4 jours. A. Les
PBMC ont été marquées avec des anticorps anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 et anti-CD25 puis analysées par
cytométrie en flux sur BD LSR Il et sur le logiciel FlowJo. Les résultats de 6 expériences indépendantes sont
montrés. B. L’IL-2 a été dosé dans le surnageant de coculture par multiplex. Les résultats de 4 experiences
indépendantes sont montrés. Les données sont montrées avec la moyenne + SEM des expériences représentatives.
(ns = non significatif, *: p < 0,05, **: p <0,01)

Comme le montre la figure 24, ’expression de ce marqueur d’activation est diminuée a la fois
sur les LT CD4" (p=0.0036) et LT CD8" (p=0.0288). Au niveau de la sécrétion d’IL-2, on note
une légére diminution de sa sécrétion par les LT traités avec le surnageant d’HuMoSC (Figure

24B)

Tous ces résultats montrent que les HuMoSC produisent un surnageant immunosuppresseur qui
pourrait étre un des mécanismes par lequel les HuMoSC exercent leur action
immunosuppressive. Pour la suite des expériences, le surnageant a été produit en incubant les
HuMoSC pendant 24h dans du sérum physiologique. Ce protocole de génération du surnageant

des HUMoSC est rapide, facile a réaliser et reproductible.

Le surnageant d’HuMoSC diminue la réponse Th1 en faveur d’une réponse Th2

Les thérapies immunosuppressives peuvent directement inhiber la prolifération des LT mais
aussi orienter leur différenciation vers des LT auxiliaires, type Treg ou Th2. Aussi, pour
compléter nos connaissances sur les effets de ce surnageant, nous avons évalué son impact sur
la polarisation des LT afin de mieux expliciter leurs effets immunosuppresseurs et
éventuellement de prédire un potentiel intérét dans la prévention de la GvHD. Les LT ont été

isolés de PBMC de patients sains et stimulés pendant 4 jours avec des billes d’activation anti-
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CD3/CD28 en présence ou non de surnageant d’HuMoSC. Avant de les étudier en cytométrie
en flux, ces LT ont été stimulés & nouveau pendant 4h avec de la PMA + ionomycine (pour
permettre une stimulation intracellulaire importante) en présence de brefeldin A (bloquant
I’appareil de Golgi et donc I’excrétion extracellulaire des cytokines) afin de permettre le

marquage intracellulaire.

Au niveau de la population LT CD4", le pourcentage de la population Thl est diminué par 2
avec une augmentation de la population Th2 (p=0,042). Aussi le ratio Th1/Th2 est fortement
abaissé apres traitement par le surnageant d’HuMoSC (p=0,002). De méme, une diminution de
la population CD4" IFNy* (p=0,028) est notée et une tendance a I’augmentation de la population
CD4*IL-4* (p=0,064). Concernant les Th17, le surnageant d’HuMoSC n’a pas d’effet sur leur
polarisation (Figure 25A). Au niveau cytokinique, on observe une baisse de la sécrétion d’IFN-
y et d’IL-17A (Figure 25B)
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Figure 25 : Effet sur surnageant sur la polarisation des lymphocytes T CD4" par le surnageant d’HuMoSC. Aprés
4 jours de stimulation par des billes d’activation anti-CD3/CD28, les LT ont été stimulés pendant 4h avec de la
PMA-+ionomycine et de la brefeldin. Les LT ont ensuite ét¢ marqués pour la détection de I'TFN-y, IL-4 and IL-
17A parmi les LT CD4, analysés par cytométrie en flux sur BD LSR Il puis sur le logiciel FlowJo. A. Dot plot
d’une expérience représentative. Pourcentages de Thl, Th2, CD4* IFN-y* et CD4* IL-4*. Les résultats de 5
expériences indépendantes sont montrés. B. L’IFN-y, I’TI-4 et I'IL-17A ont été dosés dans le surnageant de
coculture par multiplex. Les résultats de 4 expériences indépendantes sont montrés. Les données sont montrées

avec la moyenne + SEM des expériences représentatives. (ns = non significatif, *: p < 0,05, **: p <0,01)

Au niveau des LT CD8", le pourcentage de LT polarisé en Tcl est diminué (n=0,048) tandis
que la population Tc2 augmente de 10% a 20% apres traitement par le surnageant d’HuMoSC,
avec un ratio Tcl/Tc2 également abaissé (p=0,02). La population CD8'IFNy* (n=0,046)
diminue et la population CD8*IL4* augmente (p=0.02). De facon identique aux LT CD4", il
n’est pas noté de changement au niveau de I’effet du surnageant d’HuMoSC sur la polarisation

des Tcl7 (Figure 26A et 26B).
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Figure 26 : Effet sur surnageant sur la polarisation des lymphocytes T CD8* par le surnageant d’HuMoSC. Aprés
4 jours de stimulation par des billes d’activation anti-CD3/CD28, les LT ont été stimulés pendant 4h avec de la
PMA-+ionomycine et de la brefeldin A. Les LT ont ensuite ét¢ marqués pour la détection de I'TFN-y, IL-4 and IL-
17A parmi les LT CD8+, analysés par cytométrie en flux sur BD LSR |1 puis sur le logiciel FlowJo A. Dot plot
d’une expérience représentative. B. Pourcentages de Tcl, Tc2, CD8" IFN-y* et CD8" IL-4*. Les résultats de 5
expériences indépendantes sont montrés. Les données sont montrées avec la moyenne + SEM des expériences

représentatives. (ns = non significatif, *: p < 0,05, **: p <0,01)
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Au final, le surnageant diminue les réponses Thl et Tcl en faveur des réponses Th2 et Tc2.

Le surnageant d’HuMoSC diminue la cytotoxicité des LT CD8*

Les CTL représentent une population majeure impliquée dans la phase effectrice de la GvHD
aigiie, il était donc important d’évaluer I’impact du surnageant d’HuMoSC sur la cytotoxicité
des LT CD8". Aprés incubation pendant 4jours de LT isolés de PBMC de patients sains, nous
avons montré de fagon intéressante que les LT CD8" perdaient leur capacité a dégranuler en
présence de surnageant d’HuMoSC, attestée par la diminution de I’expression de CD63 qui est
exprimé une fois que les LT CD8" ont libéré le contenu des granules cytotoxiques (p=0.0002)
(Figure 27).
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Figure 27 : Effet du surnageant d’HuMoSC sur la cytotoxicité des lymphocytes T CD8*. Les LT sont stimulés
avec des billes d’activation anti-CD3/CD28 et mis en culture avec du surnageant d’HuMoSC ou du sérum
physiologique (50%) pendant 4 jours et marqués par des anticorps anti-CD3, anti-CD8, anti-CD63, anti-granzyme
B et anti-perforine puis analysés par cytométrie en flux sur BD LSR Il et le logiciel FlowJo. Dot plot d’une
expérience représentative. Les résultats de 5 expériences indépendantes sont montrés. Les données sont montrées
avec la moyenne = SEM des expériences représentatives. (ns = non significatif, *: p < 0,05, **: p < 0,01, *** <
0,001)

Les LT CD8" sécrétent moins de granzyme B lorsqu’ils sont traités par le surnageant
d’HuMoSC (p=0.028) mais le pourcentage de cellules CD8"Perforine*GranzymeB™ n’était pas
affecté par ce méme surnageant (Figure 28).
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Figure 28 : Effet du surnageant d’HuMoSC sur la cytotoxicité des lymphocytes T CD8*. Les LT sont stimulés
avec des billes d’activation anti-CD3/CD28 et mis en culture avec du surnageant d’HuMoSC ou du sérum
physiologique (50%) pendant 4 jours et marqués par des anticorps anti-CD3, anti-CD8, anti-CD63, anti-granzyme
B et anti-perforine et ensuite analysé par cytométrie en flux sur BD LSR Il et le logiciel FlowJo. A. Dot plot d’une
expérience représentative. Les résultats de 5 expériences indépendantes sont montrés. Proportions de cellules
Granzyme B* et Granzyme B* Perforine*. B. La sécrétion de granzyme B a été mesurée dans le milieu de culture
par multiplex. Les résultats de 4 expériences indépendantes sont montrés. Les données sont montrées avec la
moyenne + SEM des expériences représentatives. (ns = non significatif, *: p <0,05)

Ces résultats montrent un effet du surnageant sur la cytotoxicité des LT CD8™ et donc un effet

potentiel in vivo dans la prévention de la GVHD et d’autres maladies auto-immunes.

Le surnageant d’HuMoSC induit la présence de Treg

L’équipe avait montré que les HuMoSC étaient capables d’induire des LT CD47/CD8*
régulateurs in vitro et in vivo °. Nous avons voulu déterminer si le surnageant d’HuMoSC
pouvait permettre ’induction de Treg. Les CD4" Treg ont été définis comme des cellules
CD4"CD25"FoxP3" et les CD8" Treg comme des cellules CD8"CD25"FoxP3™.
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Figure 29 : Induction des Treg par le surnageant d’HuMoSC. Les LT sont stimulés avec des billes d’activation
anti-CD3/CD28 et mis en culture avec du surnageant d’HuMoSC ou du sérum physiologique (50%) pendant 4
jours puis marqués par des anticorps anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25, anti-FoxP3 et analysés par
cytométrie en flux sur BD LSR 1l et le logiciel FlowJo. A. Proportion de CD4 Treg induits en présence de
surnageant d’HuMoSC. Dot plot d’une expérience représentative. B. Proportion de CD8 Treg induits en présence
de surnageant d’HuMoSC. Dot plot d’une expérience représentative. Les résultats de 6 expériences indépendantes
sont montrés. Les données sont montrées avec la moyenne £ SEM des expériences représentatives. (ns = non
significatif, *: p <0,05)

Aprés traitement pendant 4 jours des PBMC issues de patients sains avec du surnageant
d’HuMoSC ou du sérum physiologique on observe une nette augmentation de la proportion de
CD4 Treg et CD8 Treg (Figure 29) lorsqu’ils sont traités avec le surnageant d’HuMoSC. Il

semblerait donc que I’induction de Treg par les HuMoSC ne soit pas contact-dépendante.

Le surnageant d’HuMoSC n’altére pas la survie des LT

Afin de confirmer que le surnageant d’HuMoSC inhibe la prolifération des LT et n’induit pas
leur apoptose ou leur nécrose, des LT isolés a partir de PBMC frais de patients sains ont été mis
en culture en présence de surnageant d’HuMoSC. A J4, les LT ont été marqués a I’annexine V
(identification des cellules apoptotiques) et avec le Fixable Viability Stain R780 (identification
des cellules nécrotiques) puis analysés par cytometrie en flux. Les résultats montrent que les
LT ne sont ni en apoptose, ni en nécrose lorsqu’ils sont traités par le surnageant d’HuMoSC

(Figure 30).
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Figure 30 : Effet du surnageant d’HuMoSC sur la viabilité des lymphocytes T. Les LT sont stimulés avec des
billes d’activation anti-CD3/CD28 et mis en culture avec du surnageant d’HuMoSC (50%) pendant 4 jours. IIs ont
¢été marqués par ’annexine V et Fixable Viability Stain puis analysés par cytométrie en flux sur BD LSR II et sur
le logiciel FlowJo. A. Dot plot représentatif d’une expérience. B. Les résultats de 3 expériences indépendantes
sont montrés. Les données sont montrées avec la moyenne £ SEM des expériences représentatives. (** : p <0,01)

L’inhibition de la prolifération des LT est donc due uniquement aux composants régulateurs du

surnageant d’HuMoSC.

Le surnageant d’HuMoSC diminue la fonction des DC a induire la prolifération des LT

Les DC coopérant étroitement avec les LT lors de la réponse immunitaire, il nous a paru
important de déterminer si le surnageant d’HuMoSC avait un effet sur la différenciation des
DC en étudiant leur phénotype et leur fonction. Dans un premier temps, nous avons ajouté le
surnageant des HuUMoSC dans la culture de génération des DC a J5 soit au moment de

I’induction de la maturation par ajout de LPS. A J7, les DC matures ont été récupérées et leur
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pheénotype et fonctions ont été étudiés. Elles ont été mises en culture a différents ratios avec des
PBMC afin d’évaluer leur capacité a induire leur prolifération. Plusieurs ratios DC:PBMC ont

été testés.
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Figure 31 : Effet du surnageant d’HuMoSC sur la fonction et le phénotype des cellules dendritiques a J5. Le
surnageant d’HuMoSC ou du sérum physiologique a été ajouté a J5 avec du LPS pour induire la maturation des
DC, générées a partir de monocytes avec de 1’'IL-4 et du GM-CSF. A J7, les DC ont été récupérées et mises en
culture avec des PBMC non stimulées et marquées au Cell-Trace Violet. A J7, les DC incubées avec du surnageant
d’HuMoSC ou du sérum physiologique a J5 ont été récupérées puis analysées. Les résultats de 4 expériences
indépendantes sont montrés. A. Index de prolifération des PBMC mis en culture avec les DC traitées avec du
sérum physiologique ou surnageant d’HuMoSC au ratio 1:1. B. Phénotype des DC a J7. Analyse par cytométrie
en flux avec un BD LSR 11 et le logiciel FlowJo ou Modfit 5.0. Les résultats de 4 expériences indépendantes sont
montrés. C. Les concentrations de 1"’IL-6, I’'IL12p70, I’IL-1pB, le TNF-a et I’IL-10 ont été mesurées dans les
surnageants de culture des DC a J7. Les résultats de 3 expériences indépendantes sont montrés. Les données sont

montrées avec la moyenne + SEM des expériences représentatives. (ns = non significatif, *: p < 0,05, p<0,01)
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Les résultats montrent que le surnageant d’HuMoSC ajouté au moment de la maturation
diminue la fonction des DC d’induction de prolifération des LT car la prolifération des PBMC
pour les ratios 1:1 (p=0,0293) et 1:10 (p=0,0246) est significativement diminué (Figure 31A et
31B). L’analyse du phénotype des DC ne montre pourtant pas de différence significative quant
a D’expression des marqueurs de co-stimulation (données non montrées). De méme, nous

n’avons pas mis en évidence de différence d’expression cytokinique (Figure 31C).

Nous avons également étudié 1’impact du surnageant d’HuMoSC sur des DC matures, ¢’est-a-
dire a J7. Les DC ont été incubées pendant 24h avec le surnageant d’HuMoSC ou du sérum

physiologique puis phénotypées et étudiées pour leur capacité a induire la prolifération des LT.
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Figure 32 : Effet du surnageant d’HuMoSC sur la fonction et le phénotype des cellules dendritiques a J7. Le
surnageant d’HuMoSC ou du sérum physiologique a été ajouté ou non a J7, les DC ont été incubées 24h puis
récupérées a J8 pour étre mises en culture avec des PBMC non stimulées et marquées au Cell-Trace Violet. A J8,
les DC incubées avec du surnageant d’HuMoSC ou du sérum physiologique a J7 ont été récupérées puis marquées
avec des anticorps anti-CD80, anti-CD83, anti-CD86 et anti-CD40. Les résultats de 5 expériences indépendantes
sont montrés. Analyse par cytométrie en flux avec un BD LSR Il et le logiciel FlowJo ou Modfit 5.0. Les données

sont montrées avec la moyenne + SEM des expériences représentatives (ns = non significatif)

Nous avons montré ici que le traitement des DC avec le surnageant d’HuMoSC a J7, soit en fin
de génération et donc de maturation, pour 24h n’influence ni la fonction ni le phénotype des

DC (Figure 32), méme pour I’expression du CD83 (p=0,1134).
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Le surnageant d’HuMoSC garde ses propriétés immunosuppressives en presence

d’immunosuppresseurs

Dans un premier temps, nous avons testé les fonctions immunosuppressives du surnageant
d’HuMoSC en présence de différents immunosuppresseurs classiquement utilisés en clinique
dans la prévention de la GvHD aigie comme la CsA, le MTX et la méthylprednisolone (MP).
Les concentrations des traitements ont été déterminées de facon a ne pas inhiber complétement
la prolifération des PBMC, permettant de voir ainsi une différence lorsque des thérapies
suppressives sont ajoutées a la culture. Nous avons montré que la fonction immunosuppressive
du surnageant d’HuMoSC n’est pas affectée par la présence d’immunosuppresseurs seuls ou

d’une association de ces 3 immunosuppresseurs (Figure 33).
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Figure 33 : Etude de I’efficacité du surnageant d’HuMoSC en conditions cliniques. A. Les PBMC sont marquées
au Cell-Trace Violet et stimulées avec des billes anti-CD3/CD28 pendant 4jours. Ces PBMC sont traitées avec du
méthotrexate (MTX) (concentration : 2,5ng/ml), de la ciclosporine (CsA) (concentration : 5ng/ml), de la
méthylprednisolone (MP) (concentration : 25ng/ml) ou par un mix de ces trois immunosuppresseurs. L’acquisition

a été faire par cytométrie en flux sur un BD LSR Il et les données ont été analysées sur le logiciel ModFit. Les
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résultats de 3 expériences indépendantes sont montrés. Les données sont montrées avec la moyenne + SEM des

expériences représentatives. (ns = non significatif, *: p < 0,05, **: p <0,01)

Le traitement par le surnageant d’HuMoSC pourrait méme permettre une diminution des doses
d’immunosuppresseurs au cours de la GVHD en conservant les mémes effets de diminution de

la prolifération et de I’activation des LT.

L’environnement inflammatoire n’impacte pas la capacité inhibitrice du surnageant
d’HuMoSC

De méme il était important de vérifier si le surnageant des HuUMoSC conservait ses capacités
immunosuppressives dans des conditions inflammatoires puisque le but est d’utiliser cette
thérapie dans des contextes de GvVHD ou de maladies auto-immunes qui sont toujours associées
a un fort syndrome inflammatoire. Pour cela nous avons in vitro utilisé des ligands de TLR
capables d’activer différents TLR. Le LPS (ligand de TLR3), Pam3Cys-SK4 (PamsCSK4)
ligand de TLR2/6), Poly I:C (ligand de TLR3), Flagellin (ligand de TLR5) permettent de créer
un environnement inflammatoire. Nous avons également utilisé différentes cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF-a, ’'IFN-y, I’'IL-2 et I’TL-1p.
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Figure 34 : Impact d’un milieu inflammatoire sur la fonction immunosuppressive des HuMoSC. Les PBMC sont
marquées au Cell-Trace Violet et stimulées avec des billes anti-CD3/CD28 pendant 4jours. A. Les PBMC ont été
traitées par LPS, PAM3CSKy4, Poly I:C et flagelline aux doses respectives de 50 ng/ml, 50 ng/ml, 50 pg/ml et 50
ng/ml ou par un mix de ces ligands de TLR. B. Les PBMC sont traitées avec de I'IFN-y (25ng/ml), du TNF-o
(25ng/ml) de I'IL-2 (20UI/ml), de I’'IL-1p (25ng/ml) ou par un mix de ces cytokines. L’acquisition a été faire par
cytométrie en flux sur un BD LSR 1l et les données ont été analysées sur le logiciel ModFit. Les résultats de 3
expériences indépendantes sont montrés. Les données sont montrées avec la moyenne = SEM des expériences

représentatives.

Nous avons montré qu’un environnement inflammatoire in vitro ne diminuait pas la capacité
du surnageant d’HuMoSC a inhiber la prolifération des PBMC (Figure 34A et 34B). Ces

données obtenues in vitro doivent étre confirmées in vivo.

Le surnageant d’HuMoSC montre un profil protéique immunosuppresseur

Etant donné que le surnageant d’HuMoSC est capable d’inhiber la prolifération des LT, une

identification précise des protéines contenues dans ce dernier était indispensable afin de pouvoir
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expliquer sa fonction immunosuppressive. L’¢tude protéomique de surnageant est souvent
complexe car elle met souvent en évidence plusieurs centaines voire plusieurs milliers de
protéines différentes. Pour contourner ce probléme nous avons utilisé comme contrdle négatif
le surnageant de cellules a partir desquelles nous avons généré les HUMoSC, a savoir les
monocytes avant leur culture en présence de cytokines. Ce surnageant produit par ces cellules
n’a aucune action immunosuppressive (données non montrées). L’étude protéomique a donc
comparé les surnageants d’HuMoSC et de monocytes produits dans les mémes conditions. Les
monocytes ont été obtenus a partir de sang de patient sain, apres centrifugation avec un gradient
de Ficoll pour récupérer les PBMC puis tri magnétique positif CD14". Les cellules ont ensuite
été mises en culture a la concentration de 1 million/ml dans du sérum physiologique pendant
24h. Nous avons généré 3 surnageants d’HuMoSC différents et 3 surnageants de monocytes
différents. Avant analyse, chaque surnageant a été testé pour vérifier son effet
immunosuppresseur (surnageant d’HuMoSC) ou inflammatoire (surnageant de monocytes).
L’analyse a permis d’identifier 912 sous-groupes de protéines sans contaminants, soit 2508
protéines. Les différences au niveau du sécrétome ont été visualisées par analyse en composante
principale basée sur la totalité des protéines identifiées, permettant d’évaluer le regroupement
des échantillons entre eux (Figure 35A). Le profil du sécrétome de ces deux types de
surnageants est nettement différent et les surnageants au sein d’'un méme groupe sont
homogeénes. On note cependant une légere différence au niveau du sécrétome entre le second
surnageant d’HuMoSC et les autres surnageants. Une des explications pourraient étre la
diminution des capacités immunosuppressives du second surnageant qui étaient plus faibles
(70% d’inhibition) comparées aux deux autres surnageants (100% et 94% d’inhibition)

(données non montrées).

Basé sur les termes de Gene Ontology (GO) « t cell activation », « response to stimulus » et
« immune system process », nous avons mis évidence une expression différentielle de protéines
responsables de 1’immunosuppression (Figure 35B). On observe une forte modification du
profil des protéines exprimées entre les surnageants d’HuMoSC et de monocytes avec 11
protéines surexprimées (en rouge) dans le surnageant d’HuMoSC possiblement responsables

des propriétés immunosuppressives.

L’analyse de variance a permis d’identifier 416 protéines pour lesquelles on observe une
différence significative entre les échantillons (p-value ajusté <0.05). L’analyse post-hoc de
Tukey permet de montrer les profils d’abondance de ces protéines. Trois protéines connues

pour avoir des propriétés immunosuppressives ont été identifiées, la galectine-3, 1’ostéoactivine
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et I'IL-1RA (Figure 35C). Par analyse multiplex, nous avons pu quantifier dans le surnageant
ces 3 protéines (Figure 35D). La galectine-3 est la protéine la plus retrouvée dans le surnageant
et est differemment exprimée par rapport aux monocytes. De méme pour I'IL-1RA et
I’ostéoactivine, cette derniere n’étant pas retrouvée dans le surnageant de monocytes. Le CCL-
2, ’'IL-6 et I’IL-10 qui avaient eté préecédemment retrouvés dans le surnageant sont présentes
en faibles quantités, voire ont presque disparu pour 1’IL-6%. Ceci peut étre expliqué par le
changement de protocole de génération des HuMoSC ou bien le fait qu’on génére le surnageant
dans du sérum physiologique pendant 24h alors que les dosages avaient été faits dans un
surnageant de 48h dans du RPMI complet. Nous avons trouvé de faibles quantités de PD-L1
soluble qui n’était pas produit par les monocytes (données non montrées). L’IL-2 et le TNF-a
ne sont pas produits par les HuMoSC, des concentrations faibles d’IFN-y ont été notées

(données non montrées).

170



A. ® Surnageant de monocytes B.
® Surnageant d'HuMoSC
(=
o~
o .,
= =
o o
©
S e
Z
& 4
1
o
T T T T T T T T
-30 -10 0 10 20 30
Axis 1 (47.4%)
C.
GPNMB (Osteoactivine) Galectin-3
*dk *k
— 20
@ 10 - ‘ o [ ]
-2 0 _ e—
M e
w i w
5 & S 40
o 4 ]
£
. E 5
2 27 =
0 - T T
T T
Surnageant Controle Surnageant Controle
d’HuMoSC d’HuMoSC
D.
20000 E
2
18000 <
16000 =
14000 -
11000
= 9000
5, 7000
& 5000
1000 i
300
200 E
[=]
100 o
0 £
Gal-3 IL-1RA GPNMB CCL2 IL-6 IL-10  PD-L1 ‘g
=
o

171

LGALS3
PSMA1
EZR
GPNMB
c1QBpP
PSMB4
ADA
HMOX1
MIF
YTHDF3
CcD6s8
CR1
UBQLN1
PTPRJ
Surnageant Contréle
d’HuMoSC
IL-1RA
dededk
8 ]
g
8 6
(=8
w —
k=] 4 —
e
Q
£
£ 2
=
= —
D — _
T T
Surnageant Contrdle
d’'HuMoSC
*
15000+
10000+
5000
ol
HuMoSC Monocytes
sup sup
*
200004
15000+
10000
5000+
04
HuMoSC Monocytes
sup sup



Figure 35 : Analyse protéomique comparative des surnageants d’HuMoSC (HuMoSC sup) et de monocytes (mono
sup). 3 surnageants différents ont été générés pour chaque groupe. A. Analyse en composante principale basées
sur toutes les protéines identifiées. Sont affichés les composants principaux 1 (axe x) et 2 (axe y). B. Heat map de
I’expression moyenne des génes identifiés par les GO terms « immune system process ». Les protéines sous-
exprimées sont indiquées en bleu tandis que les protéines sur-exprimées sont identifiées par la couleur rouge. C.
Protéines immunosuppressives sécrétées dans le surnageant d’HuMoSC identifiées par analyse de variance puis
analyse post-hoc de Tukey. Les résultats de trois surnageants différents sont présentés. D. Les concentrations de
Galectin-3, IL-1RA, ostéoactivine (GPNMB), CCLe, IL-6, IL-10, PD-L1 ont été mesurées par multiplex. Les
données de 3 a 4 expériences indépendantes sont montrées. (ns = non significatif, *: p < 0,05, **: p < 0,01, *** p
<0,001)

En conclusion, I’analyse du contenu du surnageant met en évidence un profil protéique tres
différent entre le surnageant d’HuMoSC et le surnageant controle des monocytes, avec
identification de plusieurs protéines potentiellement impliquées dans les mécanismes

d’immunosuppression.

Le surnageant d’HuMoSC a un impact sur le développement de la GvHD dans un modele

murin

Le potentiel thérapeutique du surnageant d’HuMoSC a ensuite était testé dans un modele
pertinent de GvHD2. Des PBMC humains frais de patients sains ont été administrées & des
souris NSG afin d’induire la GVvHD. Des controles ont été réalisés avant 1’injection in vivo des
cellules et du surnageant. Les propriétés immunosuppressives du surnageant des HuMoSC ont
été étudiées et les surnageants utilisés inhibaient d’au moins 80% la prolifération de PBMC
stimulés par des billes anti-CD3/CD28. Pour étre certain que I’injection de PBMC humains
allait déclencher une GvHD chez les souris, la capacité proliférative des PBMC a été testée in
vitro avant I’injection. Les souris ont été examinées tout au long de 1’expérience deux fois par
semaine avec recueil des données suivantes, le poids, la posture, I’aspect de la fourrure, la
mobilité, I’aspect de la peau et la diarrhée afin de déterminer le score de GvHD. Les PBMC
(10x108 millions) sont co-injectées avec 2ml de surnageant, de sérum physiologique (groupe
contréle) ou avec les HUMoSC (ratio 4 :1, soit 2.5x10° millions). Bien que I’amélioration de la
survie ne soit pas significative (p=0.50), on note un décalage de 20 jours entre les premiers
déces du groupe contrdle et celui du surnageant d’HuMoSC (Figure 36A). Cependant, le score

de GvHD du groupe traité par le surnageant des HuUMoSC est significativement diminué par
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rapport au groupe controle (contréle vs HUMoSC, p=0.0367 ; contrdle versus surnageant
d’HuMoSC, p=0.0367) (Figure 36B).
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Figure 36 : Effet du surnageant d’HuMoSC dans la prévention de la GvHD. Trois groupes ont été définis, un
groupe recevant uniquement 10x10® de PBMC a JO, un deuxiéme groupe recevant 10x10° de PBMC et 2.5 x108
d’HuMoSC a JO et un dernier groupe recevant 10x10° de PBMC et 2ml de surnageant d’HuMoSC a JO. Chaque
groupe est constitué de 5 souris. A. Courbe de survie. Les courbes ont été comparées grace au test du log-rank. B.
Score clinique de GvHD, déterminé deux fois par semaine. Test de Student, * : PBMC versus surnageant
d’HuMoSC ; § : PBMC versus HUMoSC. C. Pourcentage moyen de variation du poids par rapport au poids initial.
Les données ont été censurées a J60. Les données sont montrées avec la moyenne + SD des expériences
représentatives. (ns = non significatif, */§: p < 0,05)

Il est aussi important de préciser que les souris ne sont pas mortes a cause de la GvHD puisque
qu’aucun signe clinique n’explique leur déceés. Une hypotheése est qu’elles soient mortes

d’infection, sans certitude.
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Les résultats de ces expériences in vivo suggéerent fortement que le surnageant est un outil
thérapeutique avec un grand potentiel pour diminuer les signes cliniques de GvHD mais que

des investigations complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats.

Le surnageant d’HuMoSC est compatible avec une production pharmaceutique GMP

Nous avons généré le surnageant d’HuMoSC dans du serum physiologique afin de pouvoir
I’administrer au patient. Nous avons voulu savoir s’il était possible de congeler le surnageant
d’HuMoSC mais aussi de le filtrer de fagon stérile afin d’éliminer les microorganismes présents
dans la solution. Le surnageant est genéré dans un laboratoire de type L2 et sous un poste de
sécurité microbiologique de type Il. Pour la filtration stérilisante, nous avons utilisé des filtres
stériles de 0.20um et testé la fonction du surnageant avant et apres filtration. De méme, pour la
congélation, nous avons testé le surnageant avant et apres congélation a -20°C. Les résultats
montrent que le surnageant d’HuMoSC peut étre conserve a -20°C pendant au moins 2 mois
sans aucun excipient et apres décongélation a température ambiante (Figure 37.A). Cela
pourrait permettre de produire le surnageant de fagon continue et d’étre décongelé au moment
de son utilisation. Enfin, la filtration stérilisante n’affecte pas non plus les propriétés
immunosuppressives du surnageant (Figure 37.B). Le filtre ne semble pas altérer le produit, ni

en absorbant les constituants du surnageant ni en relarguant certaines substances.
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Figure 37 : Congélation et filtration stérilisante du surnageant d’HuMoSC. A. Congélation du surnageant
d’HuMoSC a -20°C pendant 2 mois. Le surnageant d’HuMoSC a été testé pour I’inhibition de la prolifération des
LT avant congélation (JO), a 1 mois (J28) et 2 mois (J56). B. Le surnageant d’HuMoSC a été filtré avec un filtre
de 0.20um. La fonction du surnageant a été testée avant et aprés filtration. Les résultats de 3 expériences
indépendantes sont montrés. Les données sont montrées avec la moyenne + SEM des expériences représentatives.

(ns = non significatif)
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A D’avenir, chaque étape de la production du surnageant d’HuMoSC sera optimisée afin d’étre
en accord avec les BPF, en utilisant des réactifs au grade GMP comme les cytokines, billes
magnétiques de tri, milieu de culture, anticorps afin de valider un grade clinique pour le
surnageant d’HuMoSC. Les cytokines IL-6 et GM-CSF ont déja le grade GMP et grace a notre
collaboration avec I’EFS de Bourgogne-Franche-Comté, nous avons déja a disposition une salle
dédiée a la production de médicament de thérapie innovant (MTI). Le produit thérapeutique
final subira les contrbles qualités usuels : phénotype, propriétés immunorégulatrices, absence
de contaminants. A la suite de ce développement respectant les BPF, nous effectuerons 3 essais

pré-cliniques en utilisant les PBMC obtenues par leukaphérése de 3 donneurs sains.
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Phénotype comparatif entre les HuMoSC et les CD14-HuMoSC

Nous avons étudié I’expression de marqueurs immunosuppresseurs, exprimés notamment par
les MDSC, a la surface des HuMoSC et des CD14-HuMoSC (Figure 38).
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Figure 38 : Phénotype comparatif des HuMoSC et des CD14-HuMoSC. Les HuMoSC et CD14-HuMoSC ont été
marquées par des anticorps anti-PD-L1, anti-PD-L2, anti-mTGF-p, anti-CD124, anti-galectine-3, anti-GPNMB.
Analyse par cytométrie en flux avec un BD LSR Il et le logiciel FlowJo. . Les résultats de 5 expériences

indépendantes sont montrés. (* : p<0,05).

Nous avons mis en évidence une forte expression de PD-L1 et de la galectine-3. Nous n’avons
pas retrouvé une expression de CD1d sur nos deux populations cellulaires, le CD1d ayant été
identifié comme un nouveau marqueur de MDSC immunosuppressives'®®. En revanche, nous
avons montré que 1’ostéoactivine était différemment exprimé a la surface des HuMoSC et des
CD14-HuMoSC ce qui pourrait expliquer les différences de fonction immunosuppressives entre

les deux populations cellulaires.
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Analyse comparative du contenu du surnageant d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC

L’analyse par multiplex a aussi été I’occasion de voir Si en termes de concentrations de
cytokines et protéines nous pouvions mettre en évidence des différences entre le surnageant
d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC (Figure 39).
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Figure 39 : Analyse par multiplex des surnageants d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC. Les concentrations de
CCL2, IL-10, IL-6, ostéoactivine (GPNMB), Galectine-3, IL-1RA, PD-L1, IL-1pB et IL-12p70 ont été mesurées
par multiplex. Les données de 3 expériences indépendantes sont montrées. Les données sont montrées avec la

moyenne + SEM des expériences représentatives. (ns = non significatif, *: p < 0,05, **: p <0,01).

Les concentrations d’IL-6, d’IL-4 et d’ostéoactivine différent significativement entre les deux
surnageants. Concernant I’IL-1p, il y a une tendance a une plus grande excrétion par les CD14-
HuMoSC (p=0, 0507), quant aux concentrations de galectine-3 et d’IL-1RA, elles ne différent
pas. Les 2 différences principales sont donc au niveau d’une protéine immunosuppressive et

d’une cytokine pro-inflammatoire.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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DISCUSSION

Ce travail est une étude de I’intérét thérapeutique des cellules myéloides immunosuppressives,
les HUMOSC, et de leurs dérivés, les surnageants d’HuMoSC et CD14-HuMoSC, dans la
prévention de la GvHD. Les HuMoSC sont générées selon un protocole original breveté et

n’ayant pas d’origine tumorale.

Dans un premier temps, nous avons poursuivi les travaux sur les HuMoSC dans la prévention
de la GvHD afin d’étayer les données déja publiées et confirmer ’intérét de cette thérapie
cellulaire dans la prévention de la GvHD. Dans un second temps, nous avons montré clairement
que le surnageant d’HuMoSC et aussi un de ses derivés, le surnageant de CD14-HuMoSC,
modulaient la réponse immunitaire a plusieurs niveaux, en agissant principalement sur les LT
mais aussi sur les DC. Ces deux surnageants pourraient dans le futur étre développés comme
MTI et plus précisément comme un médicament biologique complexe. Au sein de 1’unité
INSERM, un autre surnageant de cellules myéloides, appelé SuperMAPO® et produit par des
monocytes ayant phagocyté des corps apoptotiques, aussi considéré comme un médicament

biologique complexe, est en cours de développement.

Les HUMoSC

Notre équipe a publié en 2015 les premiers résultats de ses travaux sur les HUMoSC, une
nouvelle thérapie cellulaire capable de prévenir la survenue de la GVHD et capable d’induire
des Treg, en particulier des CD8 Treg. Il était important de poursuivre ces travaux et de montrer
que les HUMoSC ne perdaient pas leurs deux fonctions immunomodulatrices principales, que
sont ’inhibition de la prolifération lymphocytaire et 1’induction de Treg, dans un milieu
inflammatoire mais aussi en présence d’immunosuppresseurs utilisés en transplantation. En
effet, certaines thérapies cellulaires comme celles basées sur ’utilisation de Treg perdent leur
capacit¢é immunosuppressive en présence d’un environnement inflammatoire ou d’auto-
immunité 1721731917193 Cette plasticité cellulaire, comme par exemple le shift Treg-Th17,
pourrait expliquer le relatif manque d’efficacité de ces thérapies dans des essais
cliniques®>1%1%  Pour les MDSC, il a été montré que 1’activation de I’inflammasome par
I’ATP entrainait une perte de leur fonction suppressive une fois injectées chez la souris!®81%,

Nous avons montré ici que différents milieux inflammatoires in vitro (ligands de TLR,
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cytokines pro-inflammatoires) n’affectaient pas les fonctions immunomodulatrices des

HuMoSC, comme cela avait été montré pour les MSC en présence notamment de LPS%71%,

Afin de prévenir la survenue de la GVHD chez I’Homme, I’utilisation d’immunosuppresseurs,
notamment 1’administration de ciclosporine A, de méthylprednisolone et de méthotrexate, est
classiqguement utilisée par la majorité des équipes de greffe de moelle. La CsA, un anti-
calcineurine, inhibe la sécrétion de I’IL-2 par les LT tandis que le MTX est un analogue de
I’acide folique qui va empécher la synthése de bases puriques et de la thymidine. La MP est un
corticostéroide qui diminue 1’activation de nombreuses cellules de la réponse immunitaire, les
lymphocytes, les macrophages, les DC et diminue notamment la production 1’IL-2 et d’IFNy.
La combinaison de ces immunosuppresseurs entraine une profonde immunosuppression chez
le patient qui devient plus vulnérable aux infections opportunistes mais augmente aussi le risque
de rechute. Nous avons montré que ces médicaments immunosuppresseurs ne modifiaient pas
les fonctions immunorégulatrices des HUMoSC et les résultats de nos expériences suggérent
méme que le co-traitement HUMoSC + médicaments immunosuppresseurs pourraient permettre
de diminuer leur dose. Des données similaires ont été retrouvé avec les CSM, en effet, plusieurs
études ont montré une augmentation de leur capacité immunosuppressive en présence
d’immunosuppresseurs classiquement utilisés en clinique’®?®.  Nous avons notamment
montré qu’en présence de CsA, 1’induction de CD4 Treg n’était pas modifiée ce qui peut étre
étonnant car les Treg ont besoin d’IL-2 pour leur survie mais aussi leur fonction suppressive?%:-
203 Comme nous avons montré ultérieurement que les HuiMoSC ne produisaient pas d’IL-2, les
HuMoSC induisent donc des Treg par une autre voie. Une explication pourrait étre une
persistance de CD4 Treg, indépendante de I’IL-2 mais dépendante de STAT-5 via une liaison
au CD44 comme il a été montré par Ruppert et al?®. Une étude a évalué 1’effet in vitro et in
vivo du tacrolimus, qui est aussi un anti-calcineurine, de 1I’acide mycophénolique, principe actif
du mycophénolate mofétil, et de la MP sur la survie, la fonction et la stabilité de Treg multipliés
ex vivo?®, En présence de ces immunosuppresseurs, la viabilité mais aussi les capacités
prolifératives ont été diminuées de facon dose-dépendante mais les capacités
immunosuppressives quant a elles n’étaient pas altérées. Nous avons montré in vivo des
résultats dans un modéle xénogénique de GvHD chez la souris NSG que les HuMoSC
pourraient permettre de diminuer la dose de CTX tout en conservant un effet préeventif sur la

survenue de la GvHD.

Il est nécessaire de certifier que les interventions thérapeutiques dans la prévention de la GvHD
n’altérent pas I’effet GvL, la balance GVHD/GvL étant critique dans la greffe de CSH. Nous
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avons €tabli un modele murin de greffe pour lequel la cinétique de développement de 1’effet
GvVL et de la GVHD permettait une intervention thérapeutique. Nous avons pu démontrer qu’une
unique injection d’HuMoSC n’induisait pas de rechute de la leucémie et par conséquent
n’altérait pas I’effet GvL tout en permettant de prévenir efficacement la survenue de la GVHD,
dans une greffe allogénique puisque les cellules CAL-1 et les PBMC humains ne provenaient

pas du méme patient.

La cryopréservation permet un acces rapide au traitement dans le contexte clinique. Il était donc
important de vérifier qu’aprés plusieurs mois de congélation, les HuMoSC conservaient leur
phénotype et leur fonction immunosuppressive. 1l est important de noter que les cellules sont
congelées avant le tri CD33 positif car notre équipe avait montré une perte de fonction apreés
décongélation. Nous avons montré qu’aprés 100 jours de congélation il n’y avait ni
modification du phénotype ni diminution de leur capacité a inhiber la prolifération
lymphocytaire. En effet, il a été montré pour d’autres thérapies cellulaires une perte de fonction
aprés congélation, comme par exemple pour les CSM2%62%7 qui pourraient expliquer une faible
réponse clinique chez les patients traités2®2%, Toujours dans 1’objectif de mimer les conditions
cliniques, nous avons montré que les HuMoSC conservaient leur phénotype et leurs capacités
immunosuppressives jusqu’a 6h apres décongélation a température ambiante et a 4°C, ce qui

laisse suffisamment de temps pour les injecter aux patients.

Au final, nous avons complété les résultats obtenus sur les HUMoSC et attesté de 1’intérét de

cette thérapie dans la prévention de la GvHD qui pourrait rapidement étre utilisée en clinique.

Les dérivés d’HuMoSC : les surnageants d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC

Le passage de la paillasse au lit du malade des HuMoSC s’est heurté a 2 problémes insolvables
au sein de 'unité. Tout d’abord le nombre de monocytes nécessaire pour générer un nombre
suffisant d’HuMoSC pour traiter un patient est trop important pour étre acceptable dans un
protocole de recherche clinique. L’anticorps anti-CD33 n’est pas disponible en conditions
GMP. Nous avons alors modifié notre protocole pour isoler les cellules CD14+ au lieu des
CD33+ ala fin de la culture, ce qui nous a permis d’obtenir un nombre de cellules beaucoup
plus important et avec un protocole totalement en conditions GMP. Les cellules ainsi générées

ont été appelées CD14-HuMoSC ; leurs propriétés immunosuppressives sont plus faibles que
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les HUMoSC (données non montrées). Nous avons alors choisi d’étudier les propriétés
immunosuppressives des surnageants des HUMoSC et des CD14-HuMoSC. Les surnageants
d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC inhibent la prolifération et I’activation des LT, a la fois les
LT CD4" et les LT CD8*. Dans un premier temps nous avons éliminé I’hypothése d’une
possible destruction cellulaire des LT induite par les surnageants, en montrant méme une
diminution de la proportion de cellules en apoptose précoce avec le surnageant d’HuMoSC. En
effet, cette destruction aurait entrainé une franche diminution de nombre de LT qui aurait pu
étre prise a tort pour une inhibition de la prolifération. Nous avons montré que les surnageants
d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC n’affectaient pas la viabilité des LT et que sa propriété
immunosuppressive était bien due a I’action régulatrice de ces composants. Les propriétés des
MDSC, qui sont des cellules tres proches des HUMoSC, ont été largement étudiées avec
identification de plusieurs mécanismes suppressifs. Aussi, nous avons étudié si ces différents
mécanismes étaient impliqués dans 1’action immunosuppressive du surnageant des HuMoSC et
des CD14-HuMoSC. Nous avons déja montré que I’inhibition de la prolifération des LT par les
HuMoSC n’était pas di a la sécrétion de facteurs solubles connus comme I’ Argl, iNOS, COX2,

IL-10, IDO°.

L’analyse protéomique a mis en évidence une surexpression des protéines suivantes, la
galectine-3, I’ostéoactivine et I’IL-1RA dans les deux surnageants comparé au surnageant de
monocyte. La galectine-3 est une protéine immunorégulatrice sécrétée entre autres par les
CSM®84 Elle induit au niveau des lymphocytes une diminution de la différenciation des LB
en plasmocytes mais induit également 1’apoptose des LT, par liaison au CD7/CD29 ou
CD45/CD71 a la surface des LT et une diminution de leur signalisation via le TCR?1%2!,
Ses mécanismes seront explicités plus loin. Nous avons cependant montré que les surnageants
d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC n’induisaient ni 1’apoptose, ni la nécrose des LT. Les autres
mécanismes impliquant cette protéine sont en cours d’étude. De plus, il a aussi été décrit dans
un modéle murin d’asthme que la galectine-3 était responsable de I’augmentation de la réponse
Th2 et de la diminution de la réponse Th1'®. Une autre propriété importante des surnageant
d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC est la diminution de la cytotoxicité des CTL. De méme, la
galectine-3 est capable d’influencer la sécrétion de cytokines intracellulaires par les LT CDS8
infiltrant les tumeurs?””. L’importance de son réle est confirmée par le fait que la suppression
de I’expression de la galectine-3 restaure la sécrétion de 1’'TFN-y par ces mémes cellules 77, on
retrouve une diminution significative de la sécrétion d’IFN- vy par les LT avec la surnageant de

CD14-HuMoSC. La galectine-3 diminuerait la formation de la synapse immunologique et
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diminuerait la sécrétion de cytokines intracellulaires par les LT CD8 cytotoxiques . Il a déja
été rapporté que des Mo-MDSC étaient capables de diminuer la maturation des CTL avec
notamment une diminution de la production de granzyme B?!2. D’autres cellules myéloides
CD45*CD33°“CD11b%™ ont aussi montré qu’elles avaient les propriétés de diminuer la
production de granzyme B et d’IFN-y par les LT CD8" et cette diminution était dépendante de
’axe IL-6/IL-8-arginase | #*. Comme déja précisé, la fonction immunorégulatrice de la
galectine-3 résidait principalement dans [’altération de la formation de la synapse
immunologique entre la DC et le LT*". En effet, la galectine-3 se lierait a la sous-unité a du
TCR et diminuerait la mobilité de de plusieurs molécules a la surface du LT et en particulier
leur clustering au niveau de I’interface LT/CPA. Il y a donc un impact sur la formation de la
synapse immunologique'’®. Plusieurs études rapportées dans la revue de Gilson et al, précisent
comment la galectine-3 impacte la formation de la synapse immunologique a plusieurs niveaux.
La synapse immunologique est une organisation moléculaire hautement dynamique et qui peut
étre divisée en 3 zones, centrale, périphérique et distale. Au niveau de la partie centrale, la
galectine-3 diminue la colocalisation du TCR avec les molécules CD4 et CD8, qui permettent
de stabiliser la liaison TCR/CMH, et entraine ainsi une diminution de la signalisation via le
TCRY. De plus la galectine-3 altére le recrutement de LFA-1 molécule essentielle pour la
solidité de la synapse au niveau de la zone périphérique *’”. Enfin, au niveau de la zone distale,
il a été montré que la galectine-3 lie le CD45 exprimé a la surface des LT. Cette liaison va
entrainer une diminution de la signalisation intracellulaire du LT et donc de son activation, elle
pourrait également induire 1’apoptose des LT 1"®17°. Tout ceci concourt & une diminution de

I’activation du LT et donc sa prolifération.

L’ostéoactivine est une glycoprotéine transmembranaire exprimée a la surface de plusieurs
types cellulaires comme les DC, macrophages, mélanocytes, ostéoblastes et les Mo-
MDSC!8418 [ ’ostéoactivine par liaison au syndecan-4 & la surface des LT inhibe leur
prolifération. Il est également rapporté une co-expression de PD-L1 et de I’ ostéoactivine sur les
cellules myéloides avec augmentation de leur expression en présence de LT sécrétant de I’IFN-
y18188 De fagon intéressante, I’ ostéoactivine a été retrouvée dans le milieu extracellulaire, ses
effets sur la prolifération des LT étant pour I’instant non décrits. Elle pourrait étre secrétée dans
les exosomes. En effet, il a été montré chez la souris que des cellules de mélanomes étaient
capables de sécréter de I’ostéoactivine contenue dans des vésicules extracellulaires et ainsi

exercer un effet immunosuppresseur sur les LT, Les macrophages M2 sont capables de
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sécréter 1’ostéoactivine qui aurait des effets positifs sur la viabilité, la migration et la

prolifération des CSM via sa liaison avec le CD44 exprimé a leur surface®,

L’IL-1RA est un antagoniste du récepteur a I’'IL-1 qui va se fixer sur le récepteur et par
compétition inhiber la fixation de I’IL-1P et I’empécher d’exercer ses effets inflammatoires.
Cette molécule naturelle est aussi utilisée en thérapeutique. En effet, I’'IL1-RA (Anakinra®) est
couramment utilisée dans le traitement de certaines maladies auto-inflammatoires. Cependant
il faut préciser que son effet est faible et que des doses tres importantes d'lL-1RA sont
nécessaires pour réussir a bloquer les effets de I'lL-1, sans doute en raison du grand nombre de

récepteurs a I'lL-1 présents a la surface des cellules.

Nous avons clairement montré les effets immunosuppresseurs des 2 surnageants, surnageant
d’HuMoSC et surnageant de CD14-HuMoSC mais nous n’avons pas identifié clairement les
mécanismes. L’étude protéomique nous a permis d’identifier 3 candidats possibles, la poursuite
de nos travaux montrera si I’inhibition de ces trois molécules identifiées séparément ou

ensemble modifie les propriétés immunosuppressives de ces surnageants.

D’autres hypothéses pourraient étre émises concernant les mécanismes immunosuppresseurs
des surnageants, a la fois sur les LT et les DC, notamment via les cytokines identifiées ou via

d’autres voies étudiées dans les travaux de notre équipe.

Nous avons montré une diminution de la réponse Thl et une augmentation de la réponse Th2,
cette inversion du ratio est bénéfique pour controler la GvHD32133183 Des équipes ont montré
que I’injection de MDSC Gr1* murines mais aussi humaines diminuaient la polarisation Th12%°
et induisaient une réponse Th2 qui protégeait du développement de la GVHD chez la souris®®.
Plusieurs hypotheses pourraient expliquer cette perturbation du ratio Th1/Th2. Il a été rapporté
que les CPA sécrétant de I’IL-6 seraient responsables de la polarisation des LT CD4* en Th2
tout en inhibant leur polarisation en Th1l 2!, Or nous avons montré que les surnageants
d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC sécrétaient de petites quantités d’IL-6 °. D’autres cytokines
comme I’'IL-4 et le TGF-P induisent aussi une polarisation Th2. Nous avons dosé de petites
quantités d’IL-4 dans les deux surnageants mais nous n’avons pas montré de sécrétion de TGF-
B. De méme I’Argl et les ROS, produits par des G-MDSC issus de sang de cordon, ont été
décrits comme potentiellement responsables de 1’augmentation de la production de cytokines
de type Th2 par les LT?Y. Cependant, 1’équipe avait montré que I’inhibition de I’Arg1 n’avait
pas d’effet sur ’inhibition de la prolifération des LT par les HUMoSC mais ces experiences

n’avaient pas été réalisées pour étudier I’effet de cette inhibition d’Argl sur leur polarisation®.
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Une autre hypothese est un éventuel réle des exosomes contenus dans les surnageants. Les
exosomes sont des microvésicules de 30 & 90 nm transportées dans le milieu extracellulaire qui
contiennent des protéines, des ARNm, des ARNmi. Il a été montré que des vésicules
extracellulaires relarguées par des DC étaient responsables de la polarisation des LT?*. L’étude
des vésicules extracellulaires et en particulier des exosomes pourraient expliquer les
mécanismes immunorégulateurs des HUMoSC et de leurs dérivés 2° comme la polarisation
plutdt en Th2 et I’induction de Treg. L’induction des Treg par le surnageant pourrait étre
dépendant de I’IL-10, iNOS ou I’IDO 217220221 [ eyr inhibition n’a pas modifié¢ I’effet des
HuMoSC sur la prolifération des LT mais nous n’avons pas étudié I’effet de cette inhibition sur
I’induction des Treg. L’TL-10 pourrait également avoir un effet sur les DC. Dans les conditions
testées, nous n’avons pas vu de diminution de I’expression du CMH-II, du CD80 et du CD86.
A J7, ¢’est-a-dire en fin de processus de maturation, nous n’avons montré aucun effet sur le
phénotype ou bien la capacité a induire la prolifération des LT pour le surnageant d’HuMoSC
mais une diminution de la prolifération des LT avec le surnageant de CD14-HuMoSC. Il est
important de préciser que le phénotype des DC peut étre altéré par le grattage des cellules au
moment de leur collecte ce qui peut les activer et gommer certaines différences. Il n’est pas
étonnant de retrouver des DC exprimant fortement des marqueurs de stimulation mais montrant
des fonctions immunosuppressives comme il a été rapporté par Schmidt et al???. La différence
trouvée entre les deux surnageants concernant les DC traitées a J7 pourrait s’expliquer par la
différence de concentrations d’1L-4, d’ostéoactivine et d’IL-6. Une hypothése pourrait étre la
captation de I’ostéoactivine, qui est présente en plus grande quantité dans le surnageant de
CD14-HuMoSC, et qui pourrait étre ensuite présentée a la surface des DC. De plus, il a été
montré que des moDC traitées avec de 1’IL-10 pendant le processus de maturation surexpriment
I’ostéoactivine a leur surface et montrent donc une diminution de leur capacité a induire la
prolifération des LT une fois matures 2222, L’IL-10 est capable d’inhiber la maturation, la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires des DC donc le priming et 1’activation des LT?262%7,
D’aprés De Smedt et al, lorsque les DC sont traitées avec de 1’IL-10, elles diminuent la capacité
des DC a activer des Th1 en faveur d’une activation des Th2 226, On pourrait également penser
que la production d’IL-10 pourrait étre amplifiée par I’induction de Treg par le surnageant
d’HuMoSC. Cependant les faibles concentrations d’IL-10 nous interrogent sur son implication

réelle.

In vivo, les deux surnageants n’ont pas eu la méme efficacité pour la prévention de la GvHD.

En effet, une injection hebdomadaire de surnageant de CD14-HuMoSC améliore
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significativement la survie mais aussi le score de GvHD contrairement au surnageant
d’HuMoSC Nous avons montré grace a 1’analyse multiplex des différences de concentrations
de cytokines et protéines entre les deux surnageants, en particulier pour I’'IL-4, I’'IL-6 et
I’ostéoactivine. Il existe probablement une balance entre les composants pro-inflammatoires et
anti-inflammatoires in vivo. Une hypothése est que le surnageant d’HuMoSC a un effet
immunosuppresseur plus important in vivo car I’effet des 3 protéines n’est pas contrebalancé
par I'IL-6 et I’'TL-4 ce qui expliquerait qu’une injection hebdomadaire soit délétére sur la survie
par une plus grande susceptibilité aux infections, sans oublier que les souris NSG n’ont pas de
systéme immunitaire. Ainsi, le surnageant de CD14-HuMoSC devrait étre injecte de facon plus
fréquente pour avoir un effet immunomodulateur in vivo. Cette hypothese devra étre vérifiée
dans une nouvelle expérience in vivo avec un schéma thérapeutique différent avec, par exemple,

une injection a JO et a J7 ou bien une dose plus faible de surnageant d’HuMoSC.

Une autre interrogation était la différence de fonction entre les HuMoSC et les CD14-HuMoSC
puisque les HUMoSC ont une fonction suppressive constante tandis que les CD14-HuMoSC ne
montrent que peu d’effet immunosuppresseur. La réponse pourrait se trouver dans I’expression
de I’ostéoactivine plus importante a la surface des HuMoSC que des CD14-HuMoSC alors qu’a
I’inverse les concentrations d’ostéoactivine sont plus importantes dans le surnageant des CD14-
HuMoSC que celui des HUMoSC. Une hypothése pourrait étre un clivage de 1’ostéoactivine
chez les CD14-HuMoSC ce qui a déja été décrit®?8, expliquant I’intérét du surnageant plutdt
que I’utilisation thérapeutique des cellules. Il est a noter que les deux populations cellulaires
montrent une forte expression cellulaire de galectine-3 mais aussi une forte sécrétion de cette

protéine.

Perspectives

Ce travail améne a de nombreuses perspectives que ce soit toujours dans la prévention de la
GVvHD mais aussi dans le traitement des maladies inflammatoires. En effet ces thérapies ont un
puissant effet anti-inflammatoire qui pourrait étre utilisé pour la guérison des maladies auto-
immunes ou auto-inflammatoires. Cependant, il serait souhaitable d’élucider les mécanismes
immunosuppresseurs. Nous prévoyons de compléter les études des effets des surnageants sur
d’autres populations immunitaires, d’étudier les effets immunosuppresseurs des exosomes
contenus dans ces 2 surnageants. De plus nous étudierons les effets de 1’inhibition des protéines
et cytokines identifiées sur les fonctions immunosuppressives des surnageants afin de préciser

leur réle dans les mécanismes immunosuppresseurs.
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De plus, nous étudierons les effets des HuMoSC et de leurs surnageants dans des maladies auto-
immunes ou auto-inflammatoires comme des modeles murins dans un premier temps, arthrite
induite au collagene, sclérodermie induite par injection de bléomycine et ex vivo sur les artéres

des patients atteints d’artérite a cellules géantes.
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CONCLUSION

Mon travail de thése s’est articulé entre deux grands projets, la poursuite des travaux sur les
HuMoSC d’une part et 1’étude de produits dérivés des HuMoSC, les surnageants d’HuMoSC
et de CD14-HuMoSC. Dans la premiere partie de ce travail, nous avons confirmé 1’intérét des
HuMoSC. Nous avons montré qu’un environnement inflammatoire et la présence
d’immunosuppresseurs n’altéraient pas leurs fonctions immunomodulatrices et que I’effet GvL
n’¢était pas abrogé par les HuMoSC. Dans la seconde partie, le choix de développer les
surnageant d’HuMoSC et de CD14-HuMoSC a permis de s’affranchir du fait que les billes de
tri CD33 n’étaient pas GMP contrairement aux billes de tri CD14 et de développer deux
produits thérapeutiques alternatifs aux cellules. Les deux surnageants sont hautement
immunosuppresseurs et ces MTI pourraient étre développés rapidement. Nos travaux ont donné
quelques pistes intéressantes sur les mécanismes immunosuppresseurs. En particulier, les
surnageants sont capables d’agir sur les deux acteurs principaux de la réponse immunitaire, les
LT et les DC, permettant de contrdler les phases | et Il de la GvHD?®. De plus les études
protéomiques ont permis d’identifier 3 protéines immunosuppressives comme candidats
potentiels pour expliquer les propriétés suppressives. Ces nouveaux MTI pourraient étre utilisés

pour prévenir ou traiter d’autres pathologies inflammatoires.

En conclusion de ce travail, nous avons montré que les HuUMoSC et ses dérivés ont un intérét
certain dans la prévention de la GvHD et pourrait aussi étre étudiés dans d’autres maladies

inflammatoires.
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Titre : Développement d’une stratégie thérapeutique immunosuppressive dérivée de cellules myéloides dans la maladie du

greffon contre 1’hote
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Résumé :

Notre équipe a développé une thérapie cellulaire originale
dérivant de la lignée monocytaire. Cette sous-population de
cellules humaines suppressives d’origine myéloide,
appelée  Human Monocyte-derived Suppressor Cells
(HuMoSC, cellules CD33+), est capable d’inhiber la
prolifération des lymphocytes T effecteurs et d’induire des
CD4 et CD8 Treg. De plus, les HuUMoSC préviennent
I’apparition de la maladie du greffon contre I’h6te (GvHD)
apres allogreffe de cellules souches hématopoiétiques.
Dans un premier temps, nous avons montré qu’un
environnement  inflammatoire  ou la  présence
d’immunosuppresseurs ne diminuaient pas la capacité des
HuMoSC a inhiber la prolifération lymphocytaire et a
favoriser 1’induction de CD4 et CD8 Treg. Enfin, nous
avons montré que ’effet graft-versus-leukemia (GvL) est
préservé en présence des HuMoSC. Toutes ces données
confirment I’intérét des HuMoSC dans la prévention de la
GvHD.

Cependant, en raison d’un faible rendement de génération
des HuMoSC et d’un probléme de disponibilité de billes de
tri CD33+ GMP, nous avons aussi modifié notre protocole
pour isoler les cellules CD14+, appelées CD14-HuMoSC.
Ainsi, dans un second temps, nous Nous sommes intéresses
aux propriétés des surnageants des HuMoSC et des CD14-

HuMoSC. Ces madifications du protocole ont permis
d’obtenir un grand nombre de cellules CD14-HuMoSC et
de grandes quantités de surnageant produit en conditions
GMP. Nous avons montré que les deux surnageants
diminuaient [’activation et la prolifération des LT,
diminuaient la réponse Thl au profit de la réponse Th2,
favorisaient 1’induction des Treg et diminuaient la capacité
des cellules dendritiques a induire la prolifération des LT.
In vivo, les surnageants préviennent le développement de
la GVHD dans un modele murin de GvHD xénogénique.
Enfin, pour montrer que ces deux surnageants seront
efficace chez les patients, nous avons montré qu’un

environnement inflammatoire ou que la présence
d’immunosuppresseurs n’altéraient pas I’effet
immunosuppressif  des surnageants. Ces résultats

confirment leur intérét thérapeutique. L’étude proteomique
de ces deux surnageants a permis d’identifier des protéines
immunosuppressives qui pourraient étre responsables de
leurs capacités immunosuppressives.

En conclusion, les HuMoSC et les surnageants des cellules
dérivées des HuMoSC représentent un arsenal
thérapeutique prometteur dans la prévention de la GvHD
mais aussi dans les maladies inflammatoires.

Title : Development of an immunosuppressive therapeutic strategy derived from myeloid cells in graft-versus-host disease

Key words : myeloid derived suppressor cells, T lymphocytes, regulatory T cells, inflammation, GvHD, immunoregulation

Abstract :

Our team has developed an original cell therapy derived
from monocytes. This sub-population of human suppressor
cells of myeloid origin, called Human Monocyte-Derived
Suppressor Cells (HuMoSC, CD33+ cells) is able to inhibit
effector T cell proliferation and to induce CD4 and CD8
Treg. It has been demonstrated that HuMoSC prevent from
graft-versus-host  disease (GvHD) after allogeneic
hematopoietic stem cells transplantation.

In a first time, we showed that an inflammatory
environment or the presence of immunosuppressive drugs
did not decrease HuMoSC abilities to inhibit T cell
proliferation and to promote CD4 and CD8 Treg induction.
Finally, we showed that graft-versus-leukemia (GvL) effect
is preserved in presence of HuMoSC. Taken together, those
data confirm the interest of HuMoSC in GvHD prevention.
Nevertheless, due to a low yield of HUMoSC generation
with this protocol and problem with avaibility of CD33
GMP beads, we also modified our protocol to isolate
CD14+ cells, called CD14-HuMoSC. This is why in a
second time, we took interest in HuMoSC and CD14-
HuMoSC supernatant properties. These protocol

modifications allow us to obtain large number of CD14-
HuMoSC cells and large quantities of supernatant produced
under GMP conditions. We showed that both supernatants
decrease T cell activation and proliferation, decrease Thl
response in favor of Th2 response, promote Treg induction
and decrease capacity of dendritic cells to induce T cell
proliferation. In vivo, supernatants prevent from GvHD in
a murine model of xenogenic GvHD. Finally, in order to
assess that these supernatants will be efficient in patient, we
showed that an inflammatory environment or presence of
immunosuppressive drugs did not alter both supernatant
immunosuppressive effects. These results confirm their
therapeutic interest. Proteomic analysis allowed us to
identify immunosuppressive proteins which could be
responsible  for  supernatants  immunosuppressive
capacities.

In conclusion, HUMoSC and supernatant derived from
HuMoSC represent a promising therapeutic arsenal for
GVHD prevention but also in inflammatory diseases.
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