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Résumé:

Activité immunosuppressive des cellules stromales mésenchymateuses dérivées de cellules
souches pluripotentes induites humaines : Induction de lymphocytes T régulateurs in vitro et
in vivo et expression de PD-L1.

La grande originalitt de mon projet réside dans la genération de cellules stromales
mésenchymateuses (MSCs) a partir de cellules souches pluripotentes induites humaines
(iPS). Je rappellerai les propriétés phénotypiques, de multipotence et immunosuppressives
des MSCs et m’attarderai sur leurs différents mécanismes immunomodulateurs.
Cependant, leur nombre limité et leur isolation difficile limitent leur utilisation
thérapeutique nécessitant une autre source de cellules.

Mon travail a donc été de générer et de caractériser des MSCs issues d’iPS (huiPS-MSCs).
L'avantage des huiPS-MSCs réside dans leur plus grande disponibilité et la possibilité d'en
avoir a volonté. Encore faut-il valider I’intérét thérapeutique potentiel de ces huiPS-MSCs.
Premiérement, mes résultats in vitro montrent que les huiPS-MSCs présentent une activité
immunosuppressive sur les lymphocytes T (LT) activés conduisant a une induction de LT
régulateurs FoxP3* fonctionnels.

Deuxiémement, dans une approche plus axée sur la thérapie, j’ai analysé in vivo I’activité
immunosuppressive des huiPS-MSCs dans un modele de réaction xénogénique de greffon
contre I'héte (souris immunodéficientes NSG injectées avec des LT humains). Je montre
clairement, aprés traitement avec les huiPS-MSCs, une réduction de la proportion de LT
humains producteurs de cytokines inflammatoires (IFNy et TNFa) typiques de la
pathologie et I’apparition concomitante de LT présentant un phénotype régulateur
(production d’IL10 et expression de FoxP3).

La fin de mon travail a été de caractériser moléculairement la régulation de I’expression
de PD-L1, une molécule immuno-régulatrice puissante, entre les MSCs issues de la moelle
osseuse (BM-MSCs) de donneurs sains et nos huiPS- MSCs. Les huiPS-MSCs ont une
expression constitutive de PD-L1, qui est absente sur les BM-MSCs. J’ai analysé les
microARNSs susceptibles de limiter I’expression de PD-L1, j’ai pu en identifier plusieurs.
En mesurant leur expression dans les différentes MSCs a notre disposition, je montre que
cette expression est inverse par rapport a celle de PD-L1.

J’ai ainsi pu démontrer ’activité immunosuppressive de nos huiPS-MSCs in vitro et in
Vivo avec une perspective d’induction de tolérance immune, et caractériser la régulation de
I’expression de PD-L1, molécule immunosuppressive exprimée par les huiPS-MSCs.

Mots clefs: Cellules Sttromales Mésenchymateuses, immunomodulation, PD-L1,

Lymphocytes T régulateurs.



Abstract: Immunosuppressive activity of mesenchymal stromal cells derived from
human induced pluripotent stem cells : Induction of regulatory T cells in vitro and in

vivo, and expression of PD-L1.

The mesenchymal stromal cells (MSCs) present many features that render attractive as
therapeutic cells. Their phenotype, multipotency and immunosuppressive properties are
well described. Nevertheless, major restriction for their clinical use is due to the limited in
vitro expansion and low quantity of cells that can be collected from adult tissues.

The originality of my project consisted in the generation of mesenchymal stromal cells
(MSCs) from human induced pluripotent stem cells (iPS). These huiPS-MSCs could fulfill
some of the specification required to improve MSCs use in therapeutic approaches : well-
defined and unlimited number of cells with reproducible functional characteristics.

In a first approach, | characterized the huiPS-MSCs generated in the laboratory. My results
highlight the immunosuppressive activity in vitro of the huiPS-MSCs on T-cell stimulation
that induces a switch in T-cell cytokine polarization toward the generation of Treg cells.
Secondly, in a more therapy-oriented approach, | analyzed in vivo immunosuppressive
activity of huiPS-MSCs in a xenogeneic graft versus host model (NSG immunodeficient
mice injected with human T lymphocytes). My data showed significantly reduced

percentages of human-differentiated T cells producing Th1 inflammatory cytokines (IFNy

and TNFo). By contrast, T cells producing IL-10 and FoxP3* Treg cells, absent in non-
treated animals, were detected in huiPS-MSCs treated mice, confirming the in vitro results
of a tolerizing process.

The end of my work was to characterize the molecular regulation of the expression of PD-
L1, an immunoregulatory molecule expressed by the MSCs. Comparing bone marrow
MSCs (BM-MSCs) from healthy donors and our huiPS-MSCs, | showed that the huiPS-
MSCs have a constitutive expression of PD-L1, which is absent on BM-MSCs. Analysing
microRNAs that could limit the expression of PD-L1, | could identify several microRNAs
which expression is inverse to the expression of PD-L1.

For the first time, my results highlight the immunosuppressive activity of huiPS-MSCs on
human T-cell stimulation with a concomitant generation of human Treg cells in vivo and
characterize the regulation of PD-L1 expression, an immunosuppressive molecule
expressed by the MSCs. They may favor the development of new tools and strategies

based on the use of huiPS cells and their derivatives for the induction of immune tolerance.

Keywords : Mesenchymal stromal cells, immunomodulation, PD-L1, regulatory T cells.
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AMPC : adénosine mono-phosphate cyclique
ATP : adénosine triphosphate

BM-MSCs : Bone-marrow MSCs

CMH : Complexe majeur d’Histocompatibilité
CSH : Cellule souche hématopoiétique

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's Medium
EAE : encéphalomyélite expérimentale auto-immune
EGF: Epidermal Growth Factor

EFS : Etablissement Francais du Sang

ENG : Endoglin

FACS : Fluorescence-activated cell sorting

GPI : glycophosphatidylinositol

GVHD : Graft Versus Host Disease

HLA : Human Leucocyte Antigen

huiPS : cellules souches pluripotentes induites humaines
IFNY : Interféron gamma

IL : Interleukine

IDO : Indolamine 2.3 —dioxygenase

IGF1 : insulin-like growth factor-1

ISCT : International Society for Cellular Therapy
iPS : Les cellules souches pluripotentes

LT : Lymphocytes T

MCAM : molécule d’adhésion cellulaire associée au mélanome
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MKs : mégacaryocytes

MO : moelle osseuse

MSCs : Mesenchymal Stromal Cell

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells
PECAM-1 : Molécule d'adhérence des cellules endothéliales des plaguettes
PLC : progéniteurs lymphoides communs
PDL1 : Programmed cell death 1

PD1-L : Programmed cell death 1-ligand
SNS : systéme nerveux sympathique

SVF : Sérum de Veau Foetal

TGFp : Transforming Growth Factor beta
TNFa : Tumor Necrosis Factor alpha

Treg : Lymphocyte T régulateur

VEGFR-2 : Vascular endothelial growth factor 2
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Avant —Propos

C’est avec une grande joie et une grande émotion que je vous présente ce jour mon travail

de thése de Sciences.

Certains pourront vous le dire, je vous I’avoue cela n’a pas €été toujours facile.

Sur cet avant-propos, je tacherai de vous présenter de maniere claire, nette et précise la

logique, I’intérét et la chronologie de mon cher travail de these de Sciences.

Ma thése sera donc articulée autour de trois chapitres :

1) Les Cellules Stromales Mésenchymateuses (MSCs)

2) L a fonction des MSCs

3) Les cellules MSCs générées a partir de souches pluripotentes induites
Humaines : les huiPS-MSCs

Vous avez, a ce jour pour la plupart d’entre vous, tous entendu parler de moelle osseuse.
Mais voila que depuis bien longtemps de grands maitres de la Sciences et de la Médecine
s’y sont fort bien intéressés. La moelle osseuse était auparavant caractérisée de simple
« berceau des cellules du sang ». Elle était 1’usine responsable de la production de cellules
souches hématopoiétiques. Donc de la production des globules rouges, des globules blancs
et des plaquettes. Et puis c’est tout ? Et bien c’est ce que 1’on pensait. Mais détrompons-

nous !

I) Tout d’abord, il y a 130 ans, le pathologiste allemand Coheim a fait une
remarquable découverte. En effet, il n’y avait finalement pas seulement que des cellules
souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse. Ensemenceées, elles étaient capables de

produire des colonies qui possédaient une apparence fibroblastique.
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Mais c‘est réellement en 1970 que 1’équipe de A. Friedenstein a pu identifier ces cellules
qui porteront 20 ans plus tard le nom de cellules souches mésenchymateuses. Mais, quel
est leur intérét ? Elles sont multipotentes tout simplement ! Mais que cela signifie-t-il ?
Autorenouvélement, capacité de différenciation, en plusieurs type cellulaires, Donc
capacité a genérer 3 types cellulaires du méme feuillet embryonnaire, le lignage
mésodermique, en font leur intérét. Je précise : différenciation en chondrocytes, adipocytes
et ostéoblastes. On comprend ainsi bien aisément ou I’on veut en venir : Les MSCs, nous

sont, a I’heure actuelle et nous seront tres utiles en réparation cellulaire.

I) Deuxiéeme propriété des MSCs et non négligeable, leur activité
immunosuppressive.Testée dans différents modeéles de « désordres immunologiques », je
vous laisse le suspens pour voir par vous-méme leur activité immunosuppressive in vitro et
in vivo. En effet, il a largement été démontré que les MSCs exercent une action
immunorégulatrice sur les cellules du systeme immunitaire inné mais également adaptatif.
Differents facteurs comme 1’indolamine 2.3-dioxygenase (IDO), TGFBeta , hepatocyte
growth factor et la prostaglandine E2 ont deémontré leur capacité d’inhibition de
I’activation cellulaire T. Gréce a ces voies de signalisation, elles ont une véritable action
sur les Lymphocytes T (LT) et permettent 1’induction de Lymphocytes T régulateurs.
Autre voie non dénuée d’intérét qui constitue une découverte importante a été qu’une
partie de I’activité immunosuppressive passe par la voie PD1 Ligand (PD-L1). Cette voix

trés a la mode en ce moment dans de trés nombreuses pathologies, a le vent en poupe.
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I11) En troisieme partie, nous verrons. I’intérét des MSCs dérivées d’IPS humaines.
Tout d’abord je rappellerais ce concept bien médiatisé et qui a tout juste 10 ans
maintenant : celui des cellules souches pluripotentes induites (IPS). En 2006, le biologiste
Yamanaka eut une idée que 1’on peut aisément caractériser de révolutionnaire (Prix Nobel
2012). En clair, cette idée talentueuse a été de savoir faire « rajeunir » des cellules
matures. La pluripotence constitue tout ce que I’on peut demander a une cellule pour
pouvoir avancer dans la recherche. Elle est définie par la faculté de certaines cellules a se
différencier en :

a) cellules dun des trois feuillets embryonnaires (ectoderme,
mésoderme et endoderme),

b) cellules du trophectoderme

C) cellules germinales.

IV) Mais ou veut-on en venir ? Et bien c’est trés simple. L’originalité de mon projet
réside dans la génération de cellules MSCs issues de cellules IPS humaines. Mais pourquoi
cela ? Je ne saurai continuer ce travail de these par une réflexion de curiosité intellectuelle
pure et dure. Mais comme m’a toujours dit mon professeur de mathématique au collége
« la curiosité est la base de I’esprit scientifique et intellectuel ».

En effet, décrire, observer en sciences comme en médecine, ce n’est « pas trop mal », mais
le comprendre ou chercher le mécanisme physiopathologique est beaucoup plus palpitant !
Alors, oui, je I’avoue frustrant & de maintes reprises mais c’est la vie ! Et pour finir en
beauté, Nous verrons donc ensuite I’intérét des MSCs dérivees d’IPS humaines.

Nous commenterons tout d’abord les propriétés mises en évidences sur les huiPS-MSCs
par d’autres groupes durant mes années de these.

Nous détaillerons ensuite la production des huiPS-MSCs et leur utilisation a des fins
d’induction de tolérance. Nous montrerons leur formidable intérét par I’induction de

lymphocytes T régulateurs et I’inhibition de la voie Th1l (lymphocytes T inflammatoires).
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Que ce travail de these soit a I'image et vous donne la satisfaction dans la
lecture du réel bonheur ce que j’ai pu éprouver en y travaillant, en I’écrivant, et

en la divulguant.
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1) INTRODUCTION :

1. Généralites sur les Cellules Stromales Mésenchymateuses :

1.1. Origine et définition des Cellules Stromales Mésenchymateuses

C’est il y a environ 130 ans, que pour la premiere fois le pathologiste allemand
Cohneim fit une découverte fortement intéressante et non dénouée d’intérét. En effet, il a
montré que dans la moelle osseuse des cellules souches non hématopoiétiques étaient
présentes. Ces cellules pouvaient étre une source trés intéressante dans la régénération et la
réparation tissulaire et cellulaire car elles étaient d’allure fibroblastique. Mais c‘est de lors,
et réellement en 1970 que I’équipe de A. Friedenstein a pu identifier ces cellules souches
mésenchymateuses appelées « MSCs » (Friedenstein et al., 1970). Elles sont capables de

produire des CFU-F c’est-a-dire des colonies de cellules d’allure fibroblastique.

Figure 1 : Aspect Morphologique des MSCs. Marquage immunofluorescent de protéines de structure.
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Friedenstein définit :

a) La capacité d'auto renouvellement des MSCs

b) La capacité a se différencier en une variété de différentes cellules de la lignée
mésenchymateuse : les chondrocytes, les adipocytes et les ostéoblastes (Bianco et al.,

2008; Kolf et al., 2007; Pittenger et al., 1999; Prockop, 1997).

Par la suite, le biologiste Arnold Caplan a été le premier a appeler les cellules a
I’origine des CFU-F des cellules souches mésenchymateuses (Caplan, 1991). Les cellules
stromales mésenchymateuses ont été nommées par différents termes : cellules stromales
médullaires, cellules souches mésenchymateuses, cellules stromales mésenchymateuses,
cellules stromales multipotentes. Mais voila qu’afin d’harmoniser ce concept, la Société
internationale de thérapie cellulaire (ISCT pour « International Society for Cellular
Therapy ») a proposé en 2006 de nommer ces cellules phénotypiquement assez proches
sous une appellation unique : « Les cellules stromales mésenchymateuses ». Retenez les

3 criteres minimums de définition (Dominici et al., 2006).

Voici les critéres ISCT retenus :

a) Adhérence au plastique dans des conditions de culture standard

b)Expression des marqueurs de surface CD105 CD73 CD90 et
absence d’expression des marqueurs hématopoiétiques CD45 CD34 CD11a,
CD1 et HLA-DR

c)Differenciation en ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes in vitro

Nous allons maintenant détailler ces 3 criteres :
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1.2 Cellules Stromales Mésenchymateuses et adherence au plastique

Le pouvoir d’isoler des MSCs a été réalise grace a la grande capacité des MSCs
d’adhérer au plastique, (Kassem et al., 1993; Kuznetsov et al., 1997). Attention cependant
a la population retrouvée qui est en fait tres hétérogene (Rotter et al., 2008; Schuring et al.,

2011; Wu and Tao, 2012).

Plusieurs propriétés sont a connaitre pour les conditions de culture des MSCs :

a) La densité d’ensemencement est un parametre crucial a prendre en compte. En
effet, afin d’assurer un taux d’expansion optimal ainsi qu’un maintien du potentiel de
différenciation des MSCs.

b) Une fois la confluence atteinte, il faut maintenant agir et passer les cellules. Ces
passages consistent a détacher les MSCs de leur support de culture. Mais comment cela se
passe t-il ? Le plus souvent par ’action d’une enzyme protéolytique (la trypsine), puis de
les réensemencer. Ceci permet, apres plusieurs passages 1’obtention d’une grande quantité
de MSCs. Mais on observe une diminution du taux de prolifération et une perte progressive
de la multipotentialité au fil des passages.

c) A noter que le milieu de culture est primordial pour 1’obtention des MSCs a usage
clinique. Le milieu de base utilisé peut avoir de nombreuses formulations.

Les plus employées sont :
- le MEMa ou le Dulbecco’s modified Eagle’s media (DMEM) a faible teneur en

glucose,
- le DMEM-F12 (Schuring et al., 2011),

- I’ alpha MEM (Morito et al., 2008; Seifrtova et al., 2012).
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Le milieu de culture est complété avec du sérum bovin foetal (Wu and Tao, 2012).
Une excellente idée est 1’utilisation ensuite des facteurs de croissance contenus dans les
plaquettes (PDGF, EGF, VEGF, etc.) qui eux aussi sont fortement mitogénes pour les
MSCs. De nombreux travaux ont récemment montré que les gels plaquettaires pouvaient
permettre la croissance des MSCs (Kitoh et al., 2004; Marx, 2004). L’Etablissement
Francais du Sang (EFS) a déposé un brevet simple permettant d’enrichir le plasma humain
en facteurs de croissances plaquettaires : le lysat plaquettaire. Pour ce faire, les concentrés
plaquettaires provenant des centres de transfusion sont mélangés puis soumis a des cycles
de congélation/décongélation provoquant la rupture des plaquettes et le relargage dans le
plasma des facteurs de croissance qu’elles contiennent. Apres filtration, le lysat
plaquettaire peut étre utilisé frais ou conservé congelé. De nombreuses équipes ont
démontré D’efficacité au moins équivalente, voire supérieure, du lysat plaquettaire par
rapport au SVF (Kocaoemer et al., 2007; Muller et al., 2006).
Avec cette préparation il est possible d’assurer une croissance plus rapide et plus
importante des MSCs. Cette technique permettra de disposer d’une préparation autologue
ou allogénique plus efficace que le sérum bovin foetal, tout cela dans le but d’assurer la

préparation de MSCs a usage clinique.

1.3 Sources des Cellules Stromales Mésenchymateuses

Quand on parle de MSCs, il faut toujours definir les MSCs par leur tissu d’origine. 1l faut
bien souligner que le probleme est le peu de cellules disponibles in vivo (isern et al. 2014).

Voici les différentes sources :
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a) La moelle osseuse.
Ceci a un intérét majeur en thérapie cellulaire, pour des études fondamentales pré-
cliniques et cliniques. Ces MSCs peuvent étre isolées par la mise en culture des cellules
mononuclées de moelle osseuse (MO). La culture de CFU-F permet d’estimer le nombre
de MSCs présentes dans la moelle osseuse, entre 1 pour 10* et 1 pour 10° cellules
mononucléées. Retenons que d’autres sources de MSCs deviennent des alternatives

potentielles a la moelle osseuse en tant que source de MSCs.

b) Le tissu adipeux.

Le tissu adipeux est une source trés importante de MSCs. Pour vous donner un exemple,
moins d’un gramme de tissu adipeux peut permettre de générer 108 MSCs en environ 14
jours. Notons que leur phénotype est légérement différent puisqu’elles expriment le
marqueur CD34, contrairement aux MSCs médullaires (Puissant et al., 2005). Ces cellules
sont intéresantes sur le plan de la multipotentialitt que sur le plan du pouvoir
immunomodulateur (Puissant et al., 2005). Les MSCs du tissu adipeux ont montré, in vitro
et in vivo, des potentiels de différenciation dans les voies cardiomyocytaire et endothéliale
qui en renforce I’intérét (Meirelles Lda and Nardi, 2003; Zuk et al., 2002).

c) L’os trabéculaire.
Ainsi les fragments osseux obtenus lors de mise en place de prothése totale de hanche sont
une source de MSCs. Le nombre de CFU-F présents dans les cellules mononucléées
récupérées au sein de ces fragments est du méme ordre que ceux obtenus dans des aspirats
médullaires (Tuli et al., 2003).

d) Le sang de cordon ombilical .

Les MSCs de sang de cordon peuvent étre isolées par des techniques proches de
celles utilisées pour les MSCs médullaires. Elles ont la capacité de se différencier non
seulement dans les voies mésodermiques mais également dans les voies endo- et
ectodermiques. L’existence de réseaux accrédités de banques de sang de cordon et la
possibilité d’un grand potentiel de différenciation pourraient amener dans le futur a
I’utilisation de sang de cordon pour produire des MSCs a usage clinique (Erices et al.,
2000; Kogler et al., 2004; Lee et al., 2004).
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A noter que les MSCs sont présentes dans d’autres tissus ou fluides comme le liquide
amniotique (In't Anker et al., 2003) et du sang périphérique (Lazarus et al., 1997; Zvaifler
et al., 2000).

Avec ces sources actuellement disponibles de MSCs, le nombre de MSCs présentes
initialement ne permet malheureusement pas de prétendre a une utilisation clinique
directe. Il ne faut pas négliger le fait que le donneur ne soit pas forcément toujours
disponible pour un besoin ultérieur de cellules autologues Il faut alors passer

obligatoirement par une étape ex Vvivo d expansion en culture.

1.4 Caractéristiques phénotypiques des Cellules Stromales Mésenchymateuses

Il faut bien comprendre, que définir des MSCs repose sur un panel d’arguments
phénotypiques. Les MSCs expriment une variété d’antigénes mais ces marqueurs de
surface sont pas spécifiques, puisque ils sont exprimes par d’autres types cellulaires.

Voici les marqueurs phénotypiques exprimés par les MSCs :

CD73: Ecto-5’-nucléotidase, une enzyme extracellulaire membranaire de type

nucléotidase dont le géne est NT5E situé sur le chromosome 6 humain. Elle protége

I'intégrité vasculaire en cas d'hypoxie ou autres causes d'agression des poumons. Elle joue
un réle majeur dans la mise en oeuvre de I’immunosuppression par la voie dégradant
I'adénosine triphosphate (ATP) en adénosine. CD73 est actif lors de la derniére étape de la
voie de dégradation, lorsque I’enzyme dégrade I’AMPc en adénosine. Cette activité
immunosuppressive est particulierement bien illustrée dans le microenvironnement
tumoral, ou I'ATP favorise la destruction des tumeurs par les cellules immunitaires, alors
que l'accumulation d'adénosine induit une immunosuppression des cellules immunitaires,

entrainant la propagation de la tumeur.
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CD90 : Thy-1 ou CD90 est une protéine de surface cellulaire conservée ancrée dans
la membrane plasmique par un groupement glycophosphatidylinositol (GPI). Fortement N-
glycosylée de 25-37 kDa avec un seul domaine d'immunoglobuline de type V, cette
proteine a initialement été découvert comme un antigéne thymocytaire. Thy-1 peut étre
utilise comme marqueur pour une variété de cellules souches et pour les processus axonaux
des neurones matures. La fonction de Thy-1 n'a pas encore été complétement élucidée. Il a
été décrit le réle dans les interactions cellule-cellule et cellule-matrice ainsi que dans les
mécanismes de réponse suite a un « stress » ou une « agression » (comme : la régénération

nerveuse, l'apoptoses, les métastases, I'inflammation, et la fibrose).

CD105 : I’Endoglin (ENG) est une glycoprotéine membranaire de type | et faisant
partie du complexe du récepteur TGF béta. Le CD105 est significativement exprimé dans
les cellules endothéliales activées en culture et dans les micro-vaisseaux du stroma
tumoral. Elle joue donc un réle crucial dans I'angiogenese, ce qui en fait une protéine
importante pour la croissance tumorale, la survie et la métastase des cellules (Kastrinaki et

al., 2008).

Il est trés important de souligner qu’a partir de Moelle Osseuse on peut retrouver
facilement ce type de cellules attachées au plastique et qui, par conséquent, ne doivent pas
étre prises pour des MSCs.

Voici les marqueurs phénotypiques non exprimés par les MSCs (Delorme et al., 2009;
Deschaseaux et al., 2010; Pittenger et al., 1999).
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CD14 : la protéine encodée par ce gene est une composante du systeme immunitaire
inné. CD14 agit en tant que co-récepteur (avec le récepteur Toll-like TLR4 et MD-2) pour
la détection du lipopolysaccharide bactérien (LPS). CD14 est exprimée principalement par

les macrophages, les neutrophiles et les cellules dendritiques.

CD31 : la molécule d'adhérence des cellules endothéliales aux plaquettes (PECAM-
1) aussi appelée CD31 est une protéine qui, chez I'nomme, est codée par le gene PECAM1
trouvé sur le chromosome 17. PECAM-1 se trouve a la surface des plaquettes, des
monocytes, des neutrophiles et de certains types de lymphocytes T, et constitue une grande
partie des jonctions intercellulaires des cellules endothéliales. La protéine encodée est un
membre de la superfamille d'immunoglobuline et est probablement impliquée dans la

transmigration de leucocytes, I'angiogeneése, et I'activation de intégrine.

CD34 : CD34 a été I'un des tous premiers marqueurs membranaires caractérisant une
population de CSH humaines ; il est actuellement I'antigéne le plus utilisé dans I'étude et la
caractérisation des CSH humaines. Il s'agit d'une glycoprotéine transmembranaire
fortement glycosylée (ou sialomucine), impliquée dans la localisation et I'adhérence des
progéniteurs hématopoiétiques dans leur niche, la moelle osseuse. Lors de la
différenciation hématopoiétique I'expression du CD34 est perdue. En culture les cellules
CD34+ issues de sang de cordon, sont capables de s‘autorenouveler et de se différencier en
cellules matures de divers lignages notamment grace a des combinaisons de cytokines

adaptees.

36



CD45: c’est une glycoprotéine transmembranaire exprimée par la plupart des
cellules nucléées d'origine hématopoiétique (donc non exprimée par les érythrocytes).

CD45 est le marqueur « panleucocytaire ».

CD309: L'anticorps CD309 reconnait l'antigene CD309, une tyrosine Kkinase
transmembranaire, et est également connu sous le nom de récepteur de facteur de
croissance endothéliale vasculaire-2 (VEGFR-2) et de récepteur contenant le domaine
d'insertion de kinase (KRR). CD309 est un récepteur de haute affinité pour le VEGF et
joue un role dans hématopoiese. Elle est également impliquée dans I'angiogenese, tant au
cours de I'embryogenese que dans le contexte d'événements homéostatiques ou
pathologiques comme la vascularisation des tumeurs. Il a été identifié sur un sous-
ensemble de cellules souches hématopoiétiques (CSH), de cellules progéniteurs
endothéliales (EPCS), ainsi que sur leur ancétre commun, I’hémangioblaste. On trouve

également I'expression de CD309 sur les cellules endothéliales matures.

Voici les marqueurs de surface controversés

CMH | et CMH I1: Les MSCs ne sont pas ou peu rejetées par le systéme
immunitaire en cas de greffe allogénique, probablement parce qu’elles sont peu ou pas
reconnues par les lymphocytes T. En effet, les MSCs n’expriment que faiblement le
Complexe majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe | et n’expriment pas le CMH de
classe Il. Néanmoins, les travaux de LeBlanc et al. ont montre que I’expression du CMH

de classe Il pouvait étre induite aprés stimulation par ’TFN-gamma (Le Blanc et al., 2005).
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De plus les MSCs n’expriment pas les molécules de co-stimulation telles que le
CD80/CD86 et CD40 impliquées dans 1’activation optimale des lymphocytes T et B par les

cellules présentatrices d’antigene (comme les cellules dendritiques).

-CD200 (OX-2) (Delorme et al., 2008; Pontikoglou et al., 2016).
La glycoprotéine membranaire OX-2, egalement appelée CD200 est une protéine humaine
codée par le géne CD200. La protéine codée par ce gene est une glycoprotéine
membranaire de type 1, qui contient deux domaines d'immunoglobuline et appartient donc
a la superfamille des immunoglobulines. Des études sur les génes apparentés chez la souris
et le rat suggerent que ce gene pourrait réguler l'activité des cellules myéloides et délivrer
un signal inhibiteur de la lignée des macrophages dans divers tissus. Plusieurs variants de
transcript épissés alternativement qui codent pour différentes isoformes ont été trouves
pour ce gene. Les données de Pontikoglou et al. suggerent que I'expression de CD200 est
lice a I'engagement et la différenciation vers la lignée ostéoblastique des BM-MSCs. En
effet, aprés tri, il a été montré que les genes ostéoblastigues RUNX2 et DLX5 étaient
régulés positivement dans les cellules CD200+ contrairement aux cellules CD200-. De
plus, il a été montré que l'expression de CD200 par les BM-MSCs en culture peut étre

induite par les cytokines ostéogéniques et pro-inflammatoires via la méme voie: NF-KB.

-CD146 (Sacchetti et al., 2007; Shi and Gronthos, 2003). Arrétons nous un peu sur
ce marqueur. Mais pourquoi donc ? Et bien voyez-vous, car I’expression de CD146 par les
MSCs et son rdle restent trés controverses. Chez I'homme, la protéine CD146 est codée par
le géne MCAM pour « melanoma cell adhesion molecule ». 1l s’agit d’une glycoprotéine

de surface cellulaire et d'adhésion cellulaire.
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L’expression de CD146 est principalement associée aux vaisseaux sanguins, est
présent sur I’endothélium vasculaire, les péricytes et les cellules musculaires lisses. Le

role exact de CD146 est moins évident.

Récemment, 1’équipe de Peault et al. a montré chez 'hnomme que seules les cellules
CD146 + pouvaient maintenir des cellules souches hématopoiétiques (CSH) in vitro avec
un potentiel de maintien a long terme.

Les travaux de Peault et al. ont aussi décrit le fait que les MSCs proviendraient de
cellules périvasculaires, les péricytes (Crisan et al., 2008), ou en d’autres termes que les
péricytes seraient des MSCs in vivo.

Les péricytes encerclent les cellules endothéliales des capillaires et des vaissaux. Ils
expriment CD146 et PDGFRB mais n’expriment pas CD34, CD31 et CD45 (marqueurs du
systeme endothélial et hématopoiétique).

Afin de mieux comprendre 1’origine des MSCs in vivo, puisqu’il a été suggéré que
chez ’Homme, les péricytes se comportaient comme des MSCs in vitro ainsi qu’apres leur
transplantation hétérologue (Crisan et al., 2008), d’autres études ont été menées et leur
résultats supportent ce modéle, notamment lorsque des péricytes génétiquement marqués
(selon I’expression de PDGFR) ont été montrés comme capables de contribuer in vivo a
différents lignages cellulaires tissus-spécifiques dérivés des MSCs (Feng et al., 2011;
Goritz et al., 2011; Krautler et al., 2012).

L'expression de CD146 sur les BM-MSCs est considérée comme un marqueur de
leur potentiel de différenciation multipotent et de leur localisation in situ dans la niche de
cellules souches hématopoiétiques (Cui Z et al, 2018 ; Collins JJP et al, 2018).

Cependant, une étude trés récente comportant un marquage génétique plus spécifique
des péricytes (le facteur de transcription Thx18) challenge 1’idée dogmatique que les
péricytes sont des progéniteurs multipotents résidant dans les tissus (Guimaraes-Camboa et

al., 2017).
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-CD271 (Lv et al., 2014; Pontikoglou et al., 2011; Quirici et al., 2002).
CD271 est une glycoprotéine transmembranaire de type | de 75 kDa, également appelée

TNFRSF16, qui appartient a la superfamille des récepteurs du facteur de nécrose tumorale
(TNFR). CD271 a été trouvé localisé dans les axones neuronaux, les cellules de Schwann

et les cellules périneurales des nerfs périphériques. Il est également exprimé par certains
tissus lymphoides et les MSCs. Jusqu'a présent, CD271 a été décrit comme le marqueur le
plus spécifique pour la caractérisation et la purification des cellules souches
mésenchymateuses de la moelle osseuse humaine. Ainsi, CD271 a été proposé comme
marqueur polyvalent pour isoler sélectivement et développer des cellules souches
mésenchymateuses multipotentes ayant a la fois des propriétés immunosuppressives et
promotrices de la «prise de greffe» hématopoiétique. Cependant, les données de la
littérature suggérent que le CD271 ne devrait pas étre défini comme un marqueur universel
permettant d'identifier les cellules souches mésenchymateuses avant la culture a partir de
sources différentes. Dans le cas de la moelle osseuse ou du tissu adipeux, CD271 pourrait
étre considéré comme un marqueur tout a fait approprié; mais il semble étre insuffisant
pour I’isolement de cellules souches mésenchymateuses a partir d’autres tissus tels que le

sang de cordon (Alvarez-Viejo et al., 2015).

En conclusion : il faut insister sur le fait qu’a ce jour il n’y a pas de marqueur

phénotypique de MSCs « spécifique » qui ait pu étre déterminé.
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2. Fonction des MSCs :

La fonction de précurseurs potentiels des 3 lignages précédemment cités (adipocytes,
ostéoblastes et chondrocytes) confere aux MSCs un rdle de maintien de 1’homéostasie
osseuse Vvia des factreurs trophiques et paracrines.

Cependant, les cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse,
participent également activement au maintien de I’hématopoiése par le biais de fonctions
support et protectrice des cellules souches hématopoiétiques et de leur progenies au sein de
structures cellulaires appelées « niches hématopoiétiques ».

De plus, elle posséde une caractéristique singulieére qui leur confére une fonction
immuno-modulatrice puissante qu’elles utiliseraient pour maintenir au repos des
populations immunitaires dans la moelle osseuse (comme les lymphocytes T et B
mémoires).

Dans ce chapitre, je m’attarderai a présenter ces différentes fonctions, notamment en
soulignant les utilisations cliniques potentielles qu’elles représentent : I’homéostasie et la
réparation osseuse, le réle des MSCs dans le maintien de I’homéostasie hématopoiétique et

enfin leur réle régulateur sur le systtme immunitaire.

2.1 Potentiel de différenciation des MSCs.

Premierement, je vous ferai part de la définition de la multipotence : la multipotence
cellulaire représente la capacité des cellules a se différencier en un nombre limité de types
cellulaires ayant une méme origine embryonnaire. La multipotence des MSCs est traduite
par leur capacité a se différencier, dans des conditions de culture appropriées, en trois

lignages mésodermiques :

2.1.1 Potentiel de différenciation en adipocytes :

Les adipocytes sont des cellules endocrines qui interviennent dans 1’équilibre
métabolique et ont un role dans le soutien de I’hématopoiése.
L’adipogénése medullaire commence apres la naissance ; a 1’age adulte, la moelle osseuse
des os longs est constituée de 90 % d’adipocytes, alors que dans les os plats et les vertebres
leur nombre est plus restreint. In vitro, s’il est possible d’observer des adipocytes en

nombre variable au cours des cultures a long terme de moelle osseuse.
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L’insulin-like growth factor-1 (IGF-1), les glucocorticoides, I’insuline et les agents qui
augmentent 1’adénosine mono-phosphate cyclique (AMPc) intracellulaire sont des
molécules activatrices de 1’adipogénése. En revanche, les facteurs de la famille du
transforming growth factor-beta (TGF-b) sont inhibiteurs de la différenciation adipocytaire
(Dennis et al., 1999).

Il me semble important de souligner qu’au cours des passages et du vieillissement des
MSCs nous observons une régulation de la différenciation des MSCs de la moelle osseuse,
avec principalement une différenciation adipocytaire, au détriment des 2 autres lignages

mésodermiques.

2.1.2 Potentiel de différenciation en ostéoblastes :

Les ostéoblastes sont des cellules situées a la face interne et externe de l'os, et sont
présents dans le tissu osseux en croissance ou en transformation (c'est-a-dire tout au long
de la vie puisque l'os, est en perpétuel remaniement).

Les ostéoblastes synthétisent la partie non-minérale des os (matrice protéique complexe,
ostéoide) et participent ensuite a la minéralisation de cette méme matrice.

Je rappelle que I'os doit adapter sa structure aux contraintes auxquelles il est soumis : il est
donc en perpétuel remodelage. Les ostéoblastes, qui synthétisent de I'os, travaillent donc en
synergie avec les ostéoclastes, qui sont capables de résorber la matrice osseuse.

La différenciation des MSCs en ostéoblastes est la plus anciennement connue. Comme je
vous ai énoncé au début de I’introduction, la découverte des MSCs par Friedenstein a la fin
des années 1960 est la parfaite démonstration de leur potentiel ostéoblastique in vivo. La
différenciation ostéoblastique in vitro n’est observée qu’en conditions speécifiques
nécessitant des facteurs inducteurs comme la vitamine C, le dexamethasone et le beta-
glycerophosphate (qui va servir de substrat aux osteoblastes pour fabriquer la matrice
minérale) (Bruder et al., 1997; Bruder et al., 1998).

La propriété de différenciation des MSCs en ostéoblastes est tres intéressante en clinique.
Nous nous attarderons plus tard sur ce sujet mais elle permet d’envisager 1’utilisation de

ces cellules dans le domaine de la thérapie de réparation des lésions osseuses.
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2.1.3 Potentiel de différenciation en chondrocytes :

Les chondrocytes sont des cellules arrondies et  volumineuses (d'un diametre de 10 a
40 pm) qui composent le cartilage. Elles sont issues des chondroblastes, cellules
précurseurs prolifératives.
Les chondrocytes synthétisent les composants de la matrice extracellulaire du cartilage
(collagéne de type II, IX et XIl, glycosaminoglycannes, etc..., et participent ainsi a la
synthese et au maintien du tissu cartilagineux.
La chondrogénese des MSCs a été observée pour la premiere fois dans les expériences
d’implantation in vivo au debut des années 1980. La différenciation in vitro est obtenue
par culture des MSCs en milieu sans sérum mais en présence de TGF-b ou de bone
morphogenic proteins (BMPs). De nombreux facteurs extrinseques agissent sur la
chondrogenése. Les FGF, I'IGF-1, les BMP induiraient plutdt la prolifération des
progéniteurs chondrocytaires. Le TGF-b semble jouer un réle au cours de I’embryogenése
et comme protecteur du cartilage lors des processus inflammatoires (Kadiyala et al., 1997).
Les preuves de la différenciation des MSCs en chondrocytes ont permis d’initier des essais
de réparation cartilagineuse. Cependant, les essais actuels ne sont pas encore complétement
satisfaisants, en raison du manque de qualité du cartilage obtenu et de I’absence de

processus d’ossification secondaire du cartilage.

2.2 MSCs et réparation tissulaire

La médecine régénératrice est une stratégie thérapeutique visant a réparer,

renouveler, restaurer ou régénérer des cellules, un tissu ou un organe malade grace a des
cellules de préférence souches qui vont se différencier ou qui vont induire une réponse
adaptative de I’organisme.
Les MSCs présentent les caractéristiques attendues pour une utilisation en médecine
régenératrice en rhumatologie. Elles ont été testées dans de nombreux modéles animaux et
elles sont en cours d’évaluation chez I’homme pour différentes indications thérapeutiques
concernant la réparation osseuse ou cartilagineuse, ainsi que dans le cas de maladies
autoimmunes ciblant les cellules immunitaires, anormalement activées (Maumus M et al,
2016).
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Dans le cas de la réparation osseuse, les travaux principaux se focalisent sur 1’utilisation
combinée de MSCs, introduites dans une matrice artificielle biocompatible, et de facteurs
inducteurs comme des BMPs (pour revue, (Djouad et al., 2009; Krampera et al., 2006b;
Zeng et al., 2018).

A noter qu’il n’est pas exclu que des MSCs exogénes, par elle-méme, puissent participer a
la réparation osseuse.

Un tres bel exemple est 1‘étude réalisée en 2009 par Granero-Molto et al. a montré
I’implication des MSCs dans la régenération osseuse (Granero-Molto et al., 2009). En
effet, des MSCs murines exprimant la luciférase, injectées par voie sanguine dans des
souris ayant subi une fracture du tibia ont migré sur le site de blessure en quelques jours.
L’infusion de MSCs a permis d’augmenter la taille du callus ainsi que sa composition en
tissus cartilagineux et osseux. Le callus montrait une forte présence de collagéne de type 2
et de type 10. Les cellules injectées ont été retrouvées sous forme d’ostéocytes prisonniers
dans la nouvelle matrice osseuse (Granero-Molto et al., 2009). Ces résultats ne permettent
cependant pas de déterminer complétement le role des MSCs. Elles interviendraient
probablement par une synthese de cytokines et de facteurs de croissance ainsi que par une

différenciation directe dans les types cellulaires nécessaires a la régénération.

La réparation du cartilage pourrait aussi étre réalisée par I’implantation de cellules
MSCs ou de précurseur de chondrocytes, différenciés a partir de cellules MSCs, dans les
zbnes lésées en combinaison avec différentes matrices artificielles (Li et al., 2009; Mrugala
et al., 2008). Ces études mettent d’ailleurs en avant une supériorité des MSCs par rapport a
des chondrocytes pour obtenir un tissus réparé de meilleure qualité.

Les propriétés anti-apoptotiques des MSCs sur les chondrocytes via des effets
paracrines (impliquant les nombreux facteurs solubles produits par les MSCs comme les
cytokines IL-6 et IL-8 impliques dans la réparation tissulaire) permettent aussi d’envisager
de traiter des pathologies comme I’arthrose. Ainsi 1’injection intra-articulaire de MSCs
permet de réduire la degénération du cartilage articulaire, le remodelage ostéophyte et les
scléroses subchondrales (Murphy et al., 2003). De nombreux essais cliniques semblent
indiquer des effets bénéfiques intéressants pouvant conduire a une utilisation thérapeutique
plus généralisée pour ces pathologies.

L’hétérogénéité des MSCs retrouvée chez un méme patient suggére que ces

différentes fonctions pourraient étre tenues par différentes sous populations de MSCs.
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Lors de I’arthrose, on peut observer une pousse de spicules chondro-osseux a
I’interface os/cartilage de I’articulation. Leur formation semble dépendre d’un mécanisme
similaire a celui de la formation osseuse endochondrale. Les propriétés de migration et de
differenciation des MSCs suggerent qu’elles pourraient étre impliquées dans la formation

de ces ostéophytes (van der Kraan and van den Berg, 2007).

Mais quand est-il de la sécurité, et du risque de transformation ? Je reprendrai tout

d’abord la phrase de Prockop :

“If the cells are harvested for therapy well before the cultures reach senescence,
there is a very low probability of malignant transformation and tumor formation in

patients” (Prockop et al., 2010).

Deux études notables vont dans ce sens. Dans la premiere, réalisée entre 2005 et 2009, sur
un suivi de 10 + 7 mois de 227 patients traités pour différentes conditions orthopédiques,
aucune tumeur n’a été détectée au site d’implantation (Centeno et al., 2010). La deuxiéme
étude réalisée de 1998 a 2009, pour un suivi de 5 mois a 11 ans de 41 patients ayant recu
une transplantation de BM-MSC, montre qu’aucun cas de tumeur ni d’infection n’ont été
enregistrés (Wakitani et al., 2010).

2.3 La moelle osseuse, maintien de I’homéostasie et support de I’hémotopoiese.

_La moelle osseuse est une niche fondamentale pour la maintenance des cellules souches

hématopoiétiques (CSH) chez I'adulte (Isern et al, elife 2014)

Des efforts considérables ont été consacrés a la decouverte des caractéristiques
moléculaires et cellulaires de la niche hématopoiétique de la moelle osseuse.

Parmi les travaux majeurs, ceux du groupe de Frenette et al. ont montré que la niche de la
moelle osseuse est composee de types de cellules distincts avec des fonctions de régulation
differentes (Birbrair and Frenette, 2016). Une représentation schématique de ces différents

acteurs cellulaires impliqués dans la niche hématopoiétique est donnée dans la figure 2.
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Figure 2 : Représentation schématique des différents acteurs cellulaires impliqués dans la niche des CSHs.

On vy retrouve, les cellules MSCs ainsi que leur progénies, démontrant 1’important

role de ces cellules dans le maintien de I’hématopoicse.

2.3.1 Role de la lignée ostéoblastique :

Le site principal pour le maintien des CSH a [I’age adulte est
la moelle osseuse, et il a été démontré que les cellules de la lignée osseuse jouent un rdle
essentiel dans ce maintien. Les essais de co-culture in vitro entre des cellules
ostéoblastiques et les progéniteurs hématopoiétiques ont révélé que les ostéoblastes
semblent étre le support de ces progéniteurs en produisant un large éventail de facteurs de
croissance incluant le facteur G-CSF (Taichman et al., 2000). Utilisant des souris
génétiqguement modifiées pour avoir un nombre accru d’ostéoblastes, il a été observé un
nombre de CSH dans la moelle osseuse proportionnellement augmenté (Calvi et al., 2003;
Zhang et al., 2003). Cependant, la dépletion génétique ou chimique des ostéoblastes, ou
encore des modifications entrainant une abolition de la production des cytokines « clés »
(CXCL12 ou le SCF — Stem Cell Factor) provenant des ostéoblastes n'affectent pas
significativement le nombre de CSH (Ding and Morrison, 2013; Ding et al., 2012; Kiel et
al., 2007; Visnjic et al., 2004; Zhu et al., 2007).

CXCL12 (ou SDF1) est une chimiokine particulierement importante pour le maintien
des CHS dans la moélle osseuse (Petit et al., 2002). Les ostéoblastes et d’autres cellules
stromales produisant des niveaux élevés de CXCL12, les cellules CAR (CXCL12 abundant
reticular cells) seraient ou non impliqués dans le support de progéniteurs hématopoiétiques,
soit multipotents (MPP) soit lymphoides communs (PLC) (Cordeiro Gomes et al., 2016;
Ding and Morrison, 2013; Greenbaum et al., 2013).
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Ces divergences concernant la niche ostéoblastique pourraient étre dues au manque

de spécificité des promoteurs génétiques utilisés (table 1) pour modifier les cellules de

cette lignée mésenchymateuse.

Table 1 : Analyses génétiques des différents composants cellulaires et moléculaires de la niche médullaire

des CSHs.
Cell types Manipulation Transgenic driver  Effect on HSC Reference
Osteolineage BMPRIA deletion Mx1-Cre* Increases the number of HSCs (Zhang et al., 2003)
cells PTHPTHrP receptor Col2.3-Cre Increases the number of HSCs (Calvi et al., 2003)
activation
CX.CL12 deletion OsteocalcinCre . Mo effect on HSCs (Greenbaum ct al., 2013)
CXCL12 deletion Osterix-Cre Mo effect on HSCs (Greenbaum et al., 2013)
CXCL12 deletion Col2.3-Cre No effect on HSCs (Ding and Morrison, 2013)
SGF deletion Col2.3-Cre No effect on HSCs (Ding et al., 2012)
Parivascularcells  Cell deletion Nestin-CreFR Reduces HSC numher (Mendez-Ferrer et al, 2010)
Cell deletion Cxul12-DTR Reduces HSC number (Omatsu el al., 2010)
Cell deletion NG2-CreER Induces HSC cycling and reduces (Kunisaki et al., 2013)
HSC number
CXCL12 deletion NG2-CreER Reduces HSC number (Asadaet al., 2017)
SCF delction NG2 CreER No cffect on HSCs (A=adact al., 2017)
CXCL1Z deletion NGZ-Cre Reduces HSC number (Asadaet al., 2017)
SCF dalstion NG2-Cra Reduces HSC number (A=ada et al., 2017)
CXCL12 deletlon LepR-Cre No effect on HSCs (Asada et al., 2017, Ding and Morrison,
2013)
SCF deletion LepR-Cre Reduces H3C number (Asada et al., 2017; Ding et al., 2012)
ANGPT1 deletion LepR-Cre Nn effect on HSCs (Zhou et al, 2015)
CXCL12 deletion Myh11-GreER Reduces HSC number (A=ada et al., 2017)
CXCL12 deletion Prx1-Cre Reduces HSC number (Greenbaum et al., 2013)
Endothclial cclls CX.CL12 dclction Tic2-Cro Littke or no cffect on HSC numbacr (Ding and Morrison, 2013; Greenbaum ctal.,
2013)
SCF dalstion Tie2-Cre Reduces HSC number (Ding and Morrison, 2013)
Megakaryocytes Cell deletlon PF4-Cre Activates qulescent HSCs (Bruns et al., 2014; Zhao et al., 2014)and
expand HSCs
TGFp1 deletion PF4-Cre Aclivales quiescent HSCs (Zhao et al., 2014)
Cell deletion PF4-Cre Increases HSC mobilization and (Nakamura-lshizu et al., 2014)

proliferation

2.3.2 Role des cellules périvasculaires :

Les neurotransmetteurs locaux, délivrés par les nerfs périvasculaires du systéeme

nerveux sympathique régulent la sortie des CSH de la moelle osseuse (Katayama et al.,

2006). Cette découverte a conduit a l'identification de cellules stromale exprimant la

nestine (Cellules Nestin-GFP*) qui expriment des niveaux tres élevés de facteurs clés

impliqués dans la maintenance des CSH, tels que le SCF et CXCL12 (Mendez-Ferrer et al.,

2010; Omatsu et al., 2010). Ces Cellules Nestin-GFP* présentent des caractéristiques des

MSCs démontrée par la formation de CFU-F et de mésensphéres.

Chez I'nomme, des progeniteurs médullaires des cellules stromales exprimant

CD146, les péricytes, sont capables d’organiser le microenvironnement hématopoiétique in

vivo aprés transplantation (Sacchetti et al., 2007).
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D’autres cellules périvasculaires, y compris les cellules CAR (Omatsu et al., 2010; Pinho
et al., 2013), et les Cellules Nestin-GFP* (Asada et al., 2017), se « chevauchent » fortement
dans la moelle osseuse pour former une niche hématopoiétique. L’imagerie
tridimensionnelle compléte de la moelle osseuse a également révélé I’existence de deux
sous-ensembles majeurs de Cellules Nestin-GFP*, I’'un qui est abondant et largement
distribué et qui correspond étroitement aux Cellules CAR +, et un type cellulaire moins
abondant (~10%) qui exprime le marqueur des péricytes NG2 associé aux artérioles
(Kunisaki et al., 2013). Cette derniére population cellulaire artériolaire abriterait les CSH
au repos (Kunisaki et al., 2013). L’ensemble de ces études suggerent que les cytokines
produites par les différentes lignées périvasculaires de la niche des CSH apportent des

contributions distinctes nécessaires a leur maintien.

2.3.3 Autres cellules impliquées dans les niches :
Les CSH, comme la plupart des cellules hématopoiétiques, résident a proximité de

cellules endothéliales sinusoidales de la moelle osseuse (Kiel et al., 2005; Kunisaki et al.,

2013). Plusieurs acteurs moléculaires ont été impliqués : le récepteur 2 au Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGFR-2) exprimé par les cellules endothéliales dans la
moelle osseuse (Hooper et al., 2009); une activation sélective d'Akt dans les cellules
endothéliales (Butler et al., 2010; Kobayashi et al., 2010) ; la voie de signalisation Notch
dans les cellules endothéliales (Kobayashi et al., 2010; Poulos et al., 2013) ; ou encore le
SCF exprimé par les cellules endothéliales (Ding et al., 2012).

A noter que la perméabilité de différentes cellules endothéliales pourrait réguler la
quiescence et la prolifération des CSHs: les cellules endothéliales artérielles moins
perméables maintiendraient les CSHs dans un état quiescent alors que les cellules
endothéliales sinusoidales plus perméables pourraient au contraire les activer (ltkin et al.,
2016).

Les cellules de Schwann GFAP" non myélinisantes favorisent la quiescence des

CSHs en convertissant les formes latente du TGF-b en une forme active (Yamazaki et al.,
2011). D’autres études confortent le systéme nerveux comme éetant un régulateur clé de la
niche des CSHs (Lucas et al., 2013; Pierce et al., 2017).La descendance des CSHs peut

également les réguler dans une boucle de rétroaction.
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Les mégacaryocytes (MKSs) semblent contribuer de maniere significative au maintien

de la quiescence des CSH car leur déplétion conduit a leur prolifération et expansion
(Bruns et al., 2014; Nakamura-Ishizu et al., 2015; Zhao et al., 2014). Plusieurs mécanismes
seraient impliqués, la secrétion de CXCL4 (Bruns et al., 2014), du TGFB1 (Zhao et al.,
2014) ou de la thrombopoiétine (Nakamura-Ishizu et al., 2014).

La déplétion in vivo des macrophages conduit a la mobilisation des CSHs dans le
sang (Winkler et al., 2010), les macrophages CD169 (SIGLEC1)* favorisant la rétention
des CSHs dans la moelle osseuse en seécrétant un facteur qui augmente la production de
CXCL12 spécifiqguement par les MSCs Nestin GFP™ (Chow et al., 2011).

Les neutrophiles sont les leucocytes myéloides les plus abondants et ont une courte
durée de vie (12 h) dans la circulation. lls pourraient agir en tant que cellule de régulation
de la niche des CSHs. Des niveaux élevés de neutrophiles favorisent la libération de
progéniteurs hématopoiétiques dans le sang ; au contraire, la dépletion des neutrophiles

favorise leur rétention dans la moelle osseuse (Casanova-Acebes et al., 2013).

Enfin, une co-localisation de CSHs avec des cellules T réqulatrices (Treg) dans la

région endostéale de la moelle osseuse a été mis en évidence (Fujisaki et al., 2011).
Globalement, ces études suggérent la contribution des MSCs, des cellules

endothéliales, du SNS, des MKs, des macrophages, des neutrophiles et des Treg dans la
régulation de la niche des CSHs (Figure 3).
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Figure 3: Les différents « effecteurs » de la niche des CSH dans la moelle osseuse chez [’adulte (Asada N et
al, Frontiers in Oncology, 2018).

2.4 MSCs et immunomodulation : données in vitro

Les MSCs exercent une activité immunosuppressive in vitro. Les mécanismes
d’action qui régissent I’interaction des MSCs avec les différents effecteurs de I’immunité
innée ou adaptative sont étudiés depuis plusieurs années, et font intervenir des interactions
cellulaires et 1’action des molécules solubles. L’immunosuppression médiée par les MSCs
demande une activation préliminaire, appelé «licensing » (Krampera, 2011), par des
cellules du systeme immunitaire dont les principaux acteurs sont les cytokines pro-
inflammatoires suivantes : IFNy, TNFa, IL-1a et IL-1B. Et si on parlait du « Licencing »
des MSCs ?

Pour introduire correctement ce concept, je préciserai que la plasticité, la versatilité
des MSCs aux cytokines c¢’est-a-dire 1’éducation ou « licensing » des MSCs est un theme
innovant et émergeant en recherche. Pour résumer voici ce qui nous épate chez les MSCs !
Les plus belles et plus frappantes demonstrations de I’adaptation des MSCs a leur
environnement est le mécanisme d’éducation des MSCs pour leur activité

immunosuppressive.
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En effet, un large panel de molécules produites par les MSCs que 1’on détaillera ci-
dessous est impliqué dans la régulation immunitaire qu’elles sont capables de médier, a

savoir notamment:

Mais, il n’existe pas de meécanisme unique responsable a lui tout seul du role
immuno-modulateur des MSCs.

Ainsi, l'activité immunomodulatrice n'est pas une propriété des MSCs portée de
facon « constitutionnelle », mais dépend d'un processus de «licencing» pour étre acquis. Ce
terme, définit en un mot I’ensemble des étapes qui conduisent a la fonction

immunosuppressive et efficace des MSCs et implique:

1) L’« activation » des MSCs au moyen de cytokines inflammatoires, comme
I’interferon gamma (IFNy) ou le facteur de nécrose tumorale TNFa et I’Interleukine-1
Alpha/Beta, qui sont produites tot par différentes cellules en réponse a une présentation

antigénique et conduisant a I'activation de cellules immunitaires effectrices.

2) L’existence d’un «stimulus» primaire des MSCs sur les signaux qui peuvent agir
sur leur fonctions immunosuppressives et inhibitrices, tels que I’activation des Toll-like

récepteurs par des agents infectieux ou «signaux de danger endogenes».

3) Le «timing» de I’activation des MSCs dans I’induction et I’activation des cellules
immunitaire effectrices. Les lymphocytes T ont été les premieres cellules décrites comme
sensibles a I’action des MSCs.

Nous détaillerons dans ce chapitre la fonction immunosuppressive des MSCs in vitro
de la fagon suivante :

Tout d’abord nous détaillerons les médiateurs solubles impliqués dans 1’action des
MSCs, puis le réle de I’interaction cellulaire.

Ensuite de facon plus concréte, je vous décrirai comment toutes ces molécules
interviennent ensemble dans la régulation du systeme immunitaire inné et adaptatif par les
MSCs. Je vous décrirai en méme temps comment chaque cellule du systéeme immunitaire
est « impliquée et dépendante » des MSCs et leurs conséquences sur la fonction régulatrice

et immunosuppressive.
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D’une fagon générale, nous retiendrons que les MSCs possédent des mécanismes
d’action multiples, souvent redondants dans leurs voies d’induction et leurs conséquences

fonctionnelles.

2.4.1 Les mediateurs solubles impliqués dans I’action des MSCs :

Comme précisé auparavant, les MSCs produisent différents facteurs solubles
responsables de leur fonction immunosuppresssive. L’impact de ces médiateurs est
présenté ici via leur effet sur les lymphocytes T, mais ils peuvent aussi agir de maniére

similaire sur d’autres cellules immunitaires.\Voici une liste des principaux.

-Pour les MSCs humaines :

L’IDO : Aprés activation par I’IFNy, I’indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO)
métabolise le tryptophane, provoquant 1’épuisement du tryptophane local (requis pour la
prolifération des lymphocytes T) et I’accumulation de produits de dégradation et de
substances toxiques réduisant la prolifération des lymphocytes (Krampera et al., 2003;
Meisel et al., 2004).

La prostaglandine E2 (PGE2) est impliquée production d’acide arachidonique. PGE2
est connu pour inhiber les mitoses cellulaires T et la production d’IL-2. C’est une molécule
« clef » pour I’induction de la voie Th2 (pour T Helper Lymphocyte 2) (Duffy et al., 2011;
Najar et al., 2010; Nauta et al., 2006b).

Voici les autres médiateurs solubles a ne pas négliger sur lesquels nous reviendrons
dans la suite de ce chapitre. Le Transforming Growth Factor (TGF) B1 (Liu et al., 2012), le
Leukemia Inhibitory Factor (LIF) » (Nasef et al., 2008), les Galectine-1 et-3 (Sioud et al.,
2011), le TSG6 (Choi et al., 2011).

-Pour les MSCs de modeéles murins :

Le NO : La sécrétion de I’oxyde nitrique (NO) par les MSCs provoque aussi une
réduction de la prolifération cellulaire T in vitro et in vivo (Lim et al., 2010; Ren et al.,
2008).

L’ Human Leukocyte Antigen (HLA) G5 soluble (Selmani et al., 2009; Selmani et al.,
2008)
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2.4.2 Les mediateurs impliquant une interaction cellulaire :

Plusieurs molécules de surface a activité immunosuppressive sont exprimées par les
MSCs. Parmi elles notons I’expression de PD-L1 (CD274, B7H1), qui par interaction avec
PD1 (CD279) a la surface des lymphocytes envoie un signal inhibiteur bloquant
I’activation lymphocytaire.

Je reviendrais plus longuement sur cette interaction PD-L1 et PD1 dans
I’introduction de la partie « Résultats 2 ».

Une autre molécule de la méme famille B7, exprimée fortement par les MSCs
humaines stimulées par I’'TFN-y, est B7DC qui est capable d’inhiber la fonction des
lymphocytes T (notamment leur capacité a produire de I’'TFN-y) (Chinnadurai et al., 2014).

Les molécules HLA-G sont aussi exprimées, de maniére constitutive, a la surface des
MSCs humaines et bloquent la prolifération de lymphocytes T humains (Nasef et al.,
2007). A noter que ces molécules peuvent étre sécrétées et sont immunosuppressives

également comme facteurs solubles (Selmani et al., 2009; Selmani et al., 2008).

53



2.4.3 Régulation du systeme immunitaire inné par les MSCs :
La Figure 4 représente schématiquement les différentes action des cellules MSCs sur

le systéme immunitaire inné.
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Figure 4 : Effets des MSCs sur les cellules de /’immunité innée (Tarte k et al. Medecine sciences, 2011).

a) Les Natural Killer et autres cellules cytotoxiques

Les Natural Killer (NK) sont des cellules cytotoxiques qui s’activent en présence de
cellules qui ne présentent pas le CMH de classe | ou dont le CMH de classe | n’est pas e
reconnu pas les NK (situation allogénique). Les MSCs inhibent la prolifération des cellules
NK, leur cytotoxicité et leur sécrétion d’IFNy en réponse a I’action de PGE2, d’IDO et de
HLA-G soluble. L’inhibition de la cytotoxicité des NK est due & la réduction de
I’expression de leurs récepteurs activateurs (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al.,
2009; Spaggiari et al., 2008; Spaggiari et al., 2006).
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Les MSCs sont capables de réduire la prolifération des cellules T-yd ainsi que les
cellules NKT via en partie la sécrétion de PGE2 (Martinet et al., 2009; Prigione et al.,
2009).

b) Les macrophages et les polynucléaires neutrophiles

Les MSCs ont une action sur les macrophages. Les MSCs murines peuvent produire
de I'IL-1RA, I’antagoniste du récepteur de I’'IL-1, et bloquer ainsi la production de
TNFalpha mais aussi d’IL-12 par les macrophages in vitro et in vivo. De plus, les MSCs
auraient la capacité de polariser les macrophages au méme titre qu’elles modulent la
polarisation des DC ou I’induction de Treg comme nous le verrons plus loin. En effet, dans
un modele murin de choc septique, la synthése de PGE2 par les MSCs injectées est
responsable d’une augmentation des macrophages de I’hote : ceux-ci déclenchent une
production d’IL-10 limitant I’extravasation des polynucléaires neutrophiles dans les tissus
et ’altération tissulaire qui en résulte (Nemeth et al., 2009). La sécrétion de TSG-6 par les
MSCs (qui affecte aussi les macrophages (Choi et al., 2011) a une action directe sur la
diminution de I’infiltration de la zone infarcie. Les MSCs inhibent, via la production d’IL-
6, le burst oxydatif des polynucléaires neutrophiles tout en s’opposant a leur apoptose et
augmentent la sécrétion de I1’IL-10, assurent la non migration des polynucléaires
neutrophiles qui peuvent causer des « désordres oxydatifs » (Raffaghello et al., 2008). Les
neutrophiles sont des cellules essentielles pour lutter contre les bactéries par la secrétion

d’oxygene.

2.4.4 Régulation du systeme immunitaire adaptatif par les MSCs :
La figure 5 represente les principales voies d’immunosuppression qu’exercent les
MSCs sur les cellules du systeme adaptatif. Compte tenu de leur réle primordial dans

I’activation de réponses adaptatives, j’inclus dans ce chapitre les cellules dendritiques.
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Figure 5 : Effets des MSCs sur les cellules de /" immunité adaptative (Tarte k et al. Medecine sciences, 2011).

a) Les cellules dendritiques (DC)

Les DC sont essentielles pour I’immunité et la tolérance, et leur fonction dépend de
leur stade de maturation. Les MSCs interferent avec la génération de DC matures
provenant des monocytes ou des cellules progénitrices CD34" en induisant un phénotype
des DC immature caractérisé par une faible expression du CMH de classe Il et des
molécules de costimulation (CD40 CD80 CD86), une faible sécrétion d’IL-12 et donc un
déficit dans I’activation de la réponse T de type Thl (production de cytokines pro-
infammatoires) (Djouad et al., 2007; Jiang et al., 2005; Nauta et al., 2006a; Spaggiari et al.,
2009). Les mécanismes impliqués font intervenir PGE2, IL-10 et IL-6.

b) Les Lymphocytes B

L’intéraction entre les MSCs et les lymphocytes B (LB) est controversée (Maby-El
Hajjami et al., 2009; Traggiai et al., 2008). Les MSCs pourraient stimuler la prolifération
des LB (grace a I’'IL-6 et I’IL-10), ou encore, n’avoir aucun impact sur leur prolifération
(Krampera et al., 2006a). En revanche d’autres études montrent que les MSCs inhibent la
prolifération et la différenciation des LB par la sécrétion de facteurs solubles (Corcione et
al., 2006; Maby-El Hajjami et al., 2009; Traggiai et al., 2008) (Tarte k et al. 2011).
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Ceci peut s’expliquer par le fait que les réponses cellulaires B sont principalement
cellule T-dépendantes et donc I’inhibition des LT par les MSCs engendrerait une inhibition
des LB.

c) Les Lymphocytes T

Le role des MSCs sur les lymphocytes T (LT) est un domaine largement étudié et
documenté (pour revue (Ma et al., 2014)).

Les données majeurs indiquent, en résume, que les MSCs laissent les LT dans en état
d’anergie, inhibent leur prolifération et inhibent la synthése de cytokines notamment
d’IFNy, de TNFa et d'IL-2, inhibant ainsi les réponses T de type Thl (Aggarwal and
Pittenger, 2005; Bartholomew et al., 2002; Beyth et al., 2005; Di Nicola et al., 2002;
Djouad et al., 2003; Glennie et al., 2005; Krampera et al., 2003; Le Blanc et al., 20043;
Meisel et al., 2004; Rasmusson et al., 2003; Tse et al., 2003). Différents médiateurs

produits par les MSCs sont responsables de ces effets inhibiteurs (table 2).

Table 2 résumant les facteurs critiques pour I’'immunosuppression médiée par les MSCs. Table extrait de (Ma
et al., 2014)).

Immunomodulatory Species Roles in MSC-mediated immunosuppression

factors

iINOS Murine MSCs Inhibits T-cell proliferation?®©1¢2

cCL2 Murine MSCs Inhibits CD4 * Th17 cells®

IDO Human MSCs Inhibits T-cell proliferation;*” promotes type |l macrophage differentiation; '3
impair NK cell activity

Semaphorin-3A Human MSCs Inhibits T-cell proliferation>?

B7-H4 Human MSCs Inhibits T-cell activation and Eroliferation‘a“

HLA-G Human MSCs Inhibits PBMC response’'®

LIF Human MSCs Inhibits T-cell prc:lifera'tic»n32

TSG6 Human MSCs Regulates macrophages,”” inhibits inflammation'3®

Galectin(s) Human MSCs Inhibits T-cell proliferation

HO-1 Murine MSCs, human MSCs Inhibits T-cell response;®" induces IL-10™ Tr1 and TGF-beta* Tregs*®

IL-6 Murine MSCs, human MSCs Inhibit the differentiation of dendritic cells;"*” inhibit T-cell proliferation'*®

TGF-f Murine MSCs, human MSCs Induces Tregs; "®"*" inhibits NK cell activation and function®'

IL-10 Murine MSCs, human MSCs Inhibits T-cell responses, decreases Th17 cell differentiation®°-82142

PGE2 Murine MSCs, human MSCs Induces Foxp3 ™ Tregs;'* inhibits NK cell function;*"™® induces type Il
macrophages;*®'** inhibit DC maturation’®

PD-L1/2 Murine MSCs, human MSCs Inhibits Th17 cells;"*® inhibits T-cell proliferation*5:147

FasL Murine MSCs, human MSCs Induces T-cell apoptosis”®148

Abbreviations: CCL2, chemokine ligand 2; DC, dendritic cells; FasL, Fas ligand; HLA-G, human leukocyte antigen G; HO-1, heme oxygenase-1; IDO, indoleamine
2,3-dioxygenase; iINOS, inducible nitric oxide synthase; LIF, leukemia inhibitory factor; MSCs, mesenchymal stem cells; PGE2, prostaglandin E2; PD-L1/2,
programmed cell death 1 ligand1/2; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; TSG8, TNF-x stimulated gene/protein 6

Peu d’études ont été réalisées sur I’impact in vitro des MSCs sur la polarisation T de
type Th2, mais elles montrent une inhibition de la production de leur cutokines phare 1’IL-
4 (Aggarwal and Pittenger, 2005). Par contre, la differenciation de lymphocytes T en
lymphocytes Th17 regulateurs seraient polarisés par les MSCs (indirectement par le biais
de lymphocytes Treg) (Carrion et al., 2011; Ghannam et al., 2010; Tatara et al., 2011).
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Enfin, elles favorisent la différenciation des lymphocytes T en LT régulateurs (Treg)
bien souvent indirectement, grace notamment a la production de TGF beta et d’HLA G
soluble. De part I’'importance de cet effet sur la formation de Treg, le chapitre suivant est

consacré a cette relation MSCs et lymphocytes Treg.

245 MSCset Treg :

Sur cette partie de ma these, je renforcerai cette notion tres importante : les MSCs
permettent la géneration in vitro et in vivo des Lymphocytes T régulateurs.

Plusieurs études ont montré que non seulement les MSCs n’ont pas d’impact négatif
sur les Treg (Tatara et al., 2011), mais qu’elles étaient capables d’induire la génération de
cellules régulatrices (Aggarwal and Pittenger, 2005; Djouad et al., 2003; Engela et al.,
2012; Ghannam et al., 2010; Luz-Crawford et al., 2013; Maccario et al., 2005; Melief et
al., 2013) qui nous serons , a coup sur trés utiles dans 1’avenir : il s’agit des Lymphocytes
T régulateurs ou « Treg ». qui expriment les marqueurs suivants : CD4*CD25*Foxp3*.

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont une sous-population de lymphocytes T
CD4" ayant la propriété d’inhiber la prolifération d’autres lymphocytes T effecteurs. lls
sont nécessaires au maintien de la tolérance immunitaire (vis-a-vis des antigenes du soi et
des antigenes non dangereux) par leur action immunosuppressive, et participent donc au
maintien de I'noméostasie.

Les lymphocytes T régulateurs ne sécretent pas d’IL-2, proliferent peu lorsqu’ils sont
activés par leur TCR, mais ils inhibent les réponses des autres lymphocytes T CD4" et des
CD8", ainsi que des cellules présentatrices d’antigénes (inhibition de leur maturation et
diminution d’expression des molécules de co-activation) (Liang et al., 2008). Cette
immunosuppression met en jeu plusieurs mécanismes dont la sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires (TGF-beta, d’IL-10, IL-35) et I’expression de molécules inhibitrices
(CTLA-4, PD-L1, LAG3)

Les cellules Treg vont donc avoir un role important dans la prévention des maladies
auto-immunes, dans les allergies, dans les 1ésions d’organes provoquées par les réponses
inflammatoires et dans le rejet des greffons (Schmidt et al., 2012).

Deux sous populations de lymphocytes T régulateurs (Treg) sont retrouvées en

périphérie : les lymphocytes Treg naturels (nTreg) et les lymphocytes Treg induits (iTreg).
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Les lymphocytes nTreg proviennent de cellules T CD4" naifs qui auraient échappées a la
sélection thymique négative. Les iTreg dérivent de lymphocytes T CD4" naifs
conventionnels aux cours de réponses T et sont retrouvés in vivo en périphérie ; ils peuvent
étre également obtenus in vitro en présence d’anti-CD3, d’anti-CD28, de TGF-§ et d’IL-2
(Davidson et al., 2007; Fontenot et al., 2005).

2.5 MSCs et immunomodulation : données in vivo

2.5.1 MSCs humaines en thérapie cellulaire
Les propriétés immunosuppressives des MSCs en ont trés rapidement fait des
cellules a fort intérét thérapeutique pour contrdler les réponses immunes exacerbées
comme dans les maladies auto-immunes, les pathologies inflammatoires chroniques, les
transplantations cellulaires et tissulaires (pour revue (Gao et al., 2016). Plusieurs groupes
de recherche s’efforcent de confirmer la faisabilité et la non toxicité de thérapie a base de
MSCs pour la protection des organes solides transplantés (Casiraghi et al., 2010;
Hoogduijn et al., 2010; Perico et al., 2011), mais les essais cliniques les plus avancés
concernent les problématiques de contrdle des réactions de greffons contre 1’hote (GVHD)
(Le Blanc et al., 2008; Le Blanc et al., 2004b).
Aussi, je développerai notamment le concept d’allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques et de GVDH. Pour ne rien vous cacher, tout cela car :
- Premierement en temps qu’hématologue ce sujet me tient & cceur, et a été
’objet de « tout mon espoir durant ces années au laboratoire ».
- Deuxiémement car ceci illustre de maniére simple claire nette et précise

I’intérét de ces MCSs en thérapie.

2.5.2 MSCs et greffe de CSH

a) Un petit rappel d histoire
Les premieres études de faisabilité de I’infusion intraveineuse de MSCs humaines
autologues, en combinaison avec une greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH)
autologues, ont montré 1’absence d’effet indésirable; de plus, I’amélioration de la
reconstitution hématoporiétique a été observée chez ces patientes atteintes de cancer du sein
(Koc et al., 2000).
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De méme, Lazarus et al. ont décrit un taux de survie a 2 ans chez 53 % de patients
atteints d’hémopathie maligne et allogreffés par des CSH et des MSCs de donneurs haplo-
identiques, sans effet secondaire associé aux MSCs (Lazarus et al., 2005). Mais ces études
reposaient sur I’hypothése que les MSCs permettraient un meilleure prise de greffe des

cellules CSH co-transplantées.

b) La maladie du greffon contre /’héte (GVHD )

Au cours des derniéres années, les avancées spectaculaires dans I’allogreffe de
cellules souches hématopoiétiques ont radicalement changé le pronostic des hémopathies.
L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques peut étre envisagee en cas d’hémopathie
maligne myéloide ou lymphoide mais aussi lors d’hémopathies bénignes. La réaction du
greffon contre I'n6te (GVHD-graft versus host disease) est la principale complication de
I’allogreffe de CSH. Les mécanismes cellulaires conduisant au rejet de greffe sont
particulierement bien connus. La GVHD se manifeste par une infiltration du greffon par
des cellules immunitaires aboutissant a la destruction du greffon. Mais ce sont les
lymphocytes T allo-spécifiques, présents dans le greffon et initialement activés par la
présentation d’allo-antigenes (molécules HLA différents entre donneur et receveur de
greffe), qui sont les effecteurs de cette réponse immunitaire, les placant au cceur du
processus (Figure 6). Les principaux organes attaqués sont la peau, les muqueuses, le foie,

I'estomac et/ou les intestins
Réaction du greffon contre I’ hote (GVHD)

Reconstitution systéme (%%QQ}

hématopoiétique ’

—

Destuction d ollules hotes
estruction des
cellules hotes  * @

Donneur Receveur

HSC : Cellules Souches Hématopoiétiques
Fig 6 : La réaction du greffon contre [’héte (GVHD). Les lymphocytes T allo-spécifiques présents dans le

greffon et initialement activés par la présentation d’allo-antigénes (molécules HLA différents entre donneur

et receveur de greffe, sont les effecteurs de cette réponse immunitaire.
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La GVHD de faible grade est une réaction tout a fait normale apres une greffe de
cellules souches et méme souhaitable. Elle aurait un effet anti-tumoral, c'est-a-dire que les
lymphocytes injectés s‘attaqueraient aux derniéres cellules cancéreuses restantes et les
détruiraient. La GVHD comprend quand méme sa part de risque d'évolution défavorable
puisqu'elle s'attaque aussi aux cellules normales de I'h6te. Une classification clinique en 4
grades, selon le degré d'atteinte de chaque organe cible, permet d'apprécier la sévérité de la
GVHD : les grades | et Il ont un pronostic plus favorable qu'un grade IV (Figure 7)

On distingue de type de GVHD :

- La GVHD aigué qui apparait jusqu’au jour 100 post allogreffe.

- La GVHD chronique qui apparait apres le jour 100.

b

Figure 7 : GVHD cutanée Grade IV. Eruption généralisée avec épidermolyse bulleuse.

Le premier signe d'une GVHD aigué est habituellement une éruption cutanée avec
démangeaisons au niveau des mains, des jambes, des pieds ou du visage. Elle peut aussi
affecter d'autres parties du corps. L'atteinte du tube digestif, comme celle du foie, est
souvent retardée et s'exprime par une diarrhée a quantifier, typiquement accompagnée de
douleurs abdominales et parfois de nausées ou de vomissements.

En ce qui concerne la GVH chronique, elle peut affecter pratiguement n'importe
quelle partie du corps plus ou moins séverement. Il s’agit d’'une maladie médiée par les
lymphocytes T, CD4, stimulés par les cellules présentatrices de 1’antigéne du receveur.
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Ces CD4 stimulent a leur tour les lymphocytes B du receveur qui produisent alors
des auto-anticorps. La GvH chronique présente de nombreuses similitudes avec les
maladies auto-immunes. A noter qu’en 2005, the National Institute of Health (NIH) a
redéfinit la GVH non plus sur des critéres chronologiques mais sur des nouveaux critéres
diagnostiques cliniques avec un score global de gravité. Ce dernier est calculé en fonction

du degré d’atteinte par organe et le nombre de sites/organes atteints.

c) MSCs et traitement de la GVHD aigie

Gréce a leur propriété immunosuppressive, il a été decider de conduire des études
cliniques avec I’utilisation de MSCs chez des patients atteints de GVHD aigué ne
répondant  pas  au traitement  utilisant la  corticothérapie et les

immunosuppresseurs « standards ».

L’étude de Le Blanc et al. : prémice d’une belle réussite et point de départ des essais

clinigues des MSCs

Les résultats marquants qui ont servi de « pilier » et de point de départ aux
différentes études cliniques que je détaillerai ci-dessous proviennent de I’étude de Le Blanc
et al en 2004. Il s’agit du cas d’un patient atteint de GVHD sévere du foie et des intestins,
réfractaire a tous les traitements immunosuppresseurs (Le Blanc et al., 2004b). L’injection
de MSCs haploidentiques associée a un traitement immunosuppresseur a permis
d’améliorer rapidement les signes cliniques de la pathologie. L’efficacité du traitement est
probablement due a I’effet modulateur des MSCs sur les lymphocytes de 1’hote mais aussi
a la sécrétion de facteurs associés a la régénération des tissus lésés comme 1’a montré la
présence des cellules du donneur dans I’intestin du receveur. Plusieurs essais cliniques de
traitement de la GVHD sont en cours. Base sur les data in vitro selon lesquelles les MSC
gardent leurs propriété immunosuppressive qu’elles soient HLA-identiques,
haploidentiques ou en « mismatch » HLA, il a été utilisé des MSCs en « tierce partie »

pour des raisons pratiques et stratégiques.

Le premier essai clinigue pilote de MSCs

Dans la premiere série de 8 patients atteints de GVHD de grade Ill a IV réfractaire
aux stéroides, des réponses ont été observées chez 6 patients (Ringden et al., 2006). La
survie des patients traités avec les MSCs était meilleure que celle de 16 patients atteints de

GVHD aigue digestive résistante aux stéroides, n’ayant pas béneficié des MSCs (p = 0,03).
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Les essais cliniques de MSCs chez 1’adulte

Les résultats de cette étude pilote ont inspiré une étude européenne de phase Il dans
laquelle 55 patients présentant une GVHD aigué résistante au traitement ont été traités par
des MSCs (1,4 x 10° MSC / kg de poids corporel en moyenne) (Le Blanc et al., 2008). Les
MSCs étaient obtenues aupres de donneurs génoidentiques (par définition : des freres et
soeurs HLA identiques) (n=5), donneurs haplo-identiques (n=18) et des donneurs
phénoidentiques « mismatchés » HLA (n=69). Une réponse compléte a été obtenue chez 30
patients et 9 avaient une réponse partielle, sans que le taux de réponse ne soit lié au
« matching » HLA donneur / receveur des MSCs. Les patients en réponse compléte avaient
une survie globale de 52% deux ans apres I’injection de MSCs, contre 16% pour les
répondeurs partiels et pour les non-répondeurs (p= 0,018). Les enfants avaient tendance a
avoir une meilleure réponse, 21/25 (68%), versus 18/30 (43%, p= 0,07) chez les adultes.

D’autres études menées chez les patients adultes ont confirmé ces résultats (Fang et
al., 2007; Ho et al., 2007; Kebriaei et al., 2009; von Bonin et al., 2009).

Les essais cliniques de MSCs chez I’enfant

Dans une étude utilisant des MSCs générées avec le lysat plaquettaire, 11 enfants ont
été traités pour une GVHD sévere aigué ou chronique résistante a la corticothérapie. La
dose médiane était de 1,2 x 10° MSC / kg. La réponse globale (qui correspond a la somme
du taux de reponse globale et du taux de réponse partielle) a été obtenue chez 71% des
enfants avec une réponse compléte dans 24%. 4 patients ont eu une récidive de la GVHD
entre deux et cing mois apres la perfusion de MSCs (Lucchini et al., 2010).

Une étude récente a confirmé des résultats encourageants en utilisant des MSCs chez
des patients pédiatriques (Prasad et al., 2011). Au total, 7 patients (58%) ont eu une
réponse compléte, 2 (17%) ont eu réponse partielle et 3 (25%) une réponse mixte.
L'incidence cumulative de la survie & 100 jours du début du traitement par les MSCs s’était
de 58%. La résolution compléte des symptdmes gastro-intestinaux a été observée chez 9
(75%) des enfants.

Discussion et Conclusion autour de ces essais cliniques :

Toutes ces études portant sur un nombre variable de patients traités pour une GVH
aigué suggerent que des réponses partielles peuvent étre obtenues chez la majorité des
patients. La compatibilité HLA entre donneur et receveur des MSCs ne semble pas avoir

d’impact sur le taux de réponse.
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Une posologie de réinjection de MSCs entre 1 et 2 x 10° cellules / kg semble aussi
efficace que des doses plus élevées. Un taux de réponse plus élevé chez les enfants que
chez les adultes peut s'expliquer par le fait que les enfants tolerent mieux les toxicités et les

effets secondaires de la GVHD aigué sévére que les adultes.

d) MSCs et traitement de la GVHD chronique

Plusieurs types de traitements pour la GVHD chronique sont utilisés en raison du
taux de réponse médiocre dans le cas d’une maladie réfractaire. Il faut bien souligner que
contrairement a la GVHD aigue, la GVHD chronique a un mécanisme physiopathologique
différent. De plus, les MSCs ont montré des effets trés intéressants dans plusieurs modéles
auto-immuns expéerimentaux (Parekkadan et al., 2008; Sun et al., 2009; Zappia et al.,
2005).

Premiére étude sur un patient atteint de GVHD chronigue :

Les MSCs ont d’abord été utilisées pour le traitement de la GVHD chronique
étendue chez un patient avec atteinte cutanée lichénoide et hépatique (Ringden et al.,
2006). Le patient a recu 1x10° MSC / kg au jour 153 aprés I’allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques. Les modifications cutanées lichénoides ne se sont pas ameliorées, mais
les enzymes hépatiques ont diminué. 1l mourut plus tard d’une lympho-prolifération induite
par le virus d'Epstein-Barr (EBV-induite) post allogreffe de CSH.

Par la suite, I’équipe de Zhou et al. a observé sur 4 patients atteints de GVHD
chronique sclérodermique une nette amélioration apres le traitement par des MSCs (Zhou
et al., 2010). Plus récemment, Weng et al. ont présenté leurs expériences utilisant des
MSCs dans le traitement de 19 patients atteints de GVHD chronique réfractaire (Weng et
al., 2010). La dose médiane de MSCs était de 0,6 x 10 cellules / kg et 14 patients sur 19
ont présenté des réponses partielles ou complétes (34%). Le taux de survie a deux ans était
de 78%.

En conclusion, les recherches futures et les essais randomisés en cours permettront

de mieux comprendre ces résultats et d’élucider les questions scientifiques qu’ils soulévent

et de trouver les meilleures conditions d’utilisation clinique des MSCs.
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3. Les cellules MSCs générées a partir de souches pluripotentes induites
humaines : les huiPS-MSCs :

3.1 Généralités sur les cellules iPS

La thérapie cellulaire a partir de cellules souches pluripotentes humaines représente
un formidable outil thérapeutique pour de nombreuses pathologies. La récente découverte
des cellules souches pluripotentes induites, les cellules iPS, dérivées de cellules somatiques
adultes a permis de renforcer cet espoir thérapeutique en évitant notamment les problémes
éthiques liés a I’utilisation potentielle des cellules souches embryonnaires (hugS) dont

I’isolement requiere la destruction d’embryons humains.

3.1.1 Origine et définition des cellules souches pluripotentes induites humaines.

En 2006 et 2007, le groupe dirigé par S. Yamanaka a compris comment faire
« rajeunir » des cellules matures, les faire passer d’un stade différencié a un stade
indifférencié équivalent aux cellules souches embryonnaires (Takahashi et al., 2007;
Takahashi and Yamanaka, 2006). Le concept de cellules souches pluripotentes induites
(cellules iPS) était donc né, et de cela il y a tout juste 10 ans. Pour rappel, la pluripotence
est définie par la faculté de certaines cellules a se différencier en n’importe quelle cellule
issue d'un des trois feuillets embryonnaires (ectoderme, mésoderme et endoderme). Ces
cellules souches, dont | ‘exemple type est celui des cellules souches embryonnaires
(cellules ES) sont maintenues a I’état indifférencié en culture in vitro et peuvent se
multiplier a I’infini tout en préservant leur caracteristiques.

Les cellules iPS humaines (huiPS) partagent avec les huES des caractéristiques
essentielles pour la thérapie cellulaire mais présentent des avantages spécifiqgues comme
n'étant pas dérivées d'embryons humains mais générées in vitro a partir de cellules
humaines adultes, ce qui permet de plus d’envisager une thérapie cellulaire autologue
(fabrication de cellules souches thérapeutiques directement a partir de cellules somatiques
du patient).
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3.1 2 Les facteurs qui maintiennent la pluripotence.

Décrites pour la premiére fois en 2007, les cellules iPS humaines sont obtenues par
expression transitoire de 4 facteurs de transcription caractéristiques des cellules souches
embryonnaires : Oct4, Sox2, KFL4 et c-Myc (Figure 8) (Takahashi et al., 2007; Yu et al.,
2007).

Facteurs de reprogrammation

hOctd hSox? hKifd  C-myc

| /
\a | ;"Hf
TS _ @

Fibroblastes adultes

. Lignee cellules souches humaines
humains

pluripotentes induites (iPS)

Figure 8 Les cellules souches pluripotentes induites, source de cellules thérapeutiques. Décrites pour la
premiere fois en 2007, les cellules huiPS sont obtenues par expression transitoire de 4 facteurs de
transcription caractéristiques des cellules souches embryonnaires : Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc. D’aprés
Takahashi et al , 2007 (Groupe de S Yamanaka, Prix Nobel de Médecine 2012).

Ces facteurs de reprogrammation sont impliqués dans le maintien de 1’état
indifférencié et dans 1’auto-renouvellement des cellules souches (Takahashi et al., 2007;
Yu et al., 2007).

Ces cellules iPS présentent des caractéristiques essentielles pour une utilisation en
thérapie cellulaire :

- une grande disponibilité (auto-renouvellement) ;

- une capacité de différenciation en de nombreux types cellulaires appartenant
aux trois feuillets embryonnaires (ectoderme, mesoderme et endoderme), et de
nombreux protocoles ont déja été décrits permettant leur différenciation orientée in
Vitro ;

- elles pourraient permettre une therapie cellulaire autologue : ainsi un patient
pourra étre transplanté avec des cellules que son systeme immunitaire ne rejettera

pas puisqu’elles seront générées directement a partir de ses propres cellules.
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Figure 9 :Colonie de cellules iPS humaines créée a partir fibroblastes dermiques.(Rouleau M et al, 2018)

3.2 Les cellules MSCs générées a partir de cellules iPS humaines.

Proposer de produire in vitro a partir de cellules iPS des cellules MSCs présentent
plusieurs intéréts. Un des avantages réside dans la plus grande disponibilité de ces cellules
que celle des cellules MSCs tissulaires. Un autre avantage est la possibilité d'en avoir soit
syngenique soit allogénique, a volonté et a n'importe quel moment au cours d’une
utilisation clinique. Par ailleurs, générer ce type de cellules peut permettre d’étudier le
développement embryonnaire des cellules stromales mésenchymateuses (en déterminer
I’origine par exemple) dans un contexte normal ou physiopathologique.

Comme nous I’avons vu précédemment, les cellules MSCs représentent une arme
thérapeutique trés intéressante pour les thérapies cellulaires en raison de leur caractére
multipotent et immunorégulateur. Ils ont été proposés en thérapie cellulaire pour le
traitement de maladie du greffon contre 1'hdte, pour prévenir le rejet d'allogreffe et pour le
traitement de maladies auto-immunes. Par conséquent, la production in vitro de huiPS-
MSCs avec des fonctions d’immuno-régulation pourrait étre trés utile. Plusieurs études ont
déja montré la faisabilité de générer de type de cellules et en ont étudié les caractéristiques.

3.2.1 Cellules hulPS-MSCs : origine et voies moléculaires

Plusieurs publications ont rapporté la génération de cellules MSCs dérivées d’iPS par
differents protocoles. Parmi eux, la formation de corps embryonnaires, la différenciation
directe, I’ajout d’ « inducteurs mesenchymateux », le tri cellulaire selon le phénotype ou
sur la base de marqueurs génétiques, ont permis de générer des MSCs avec une efficacité
et une pureté diverses et souvent de nombreuses , mais conservant toutefois les
caractéristiques des MSCs (Fu et al., 2012; Lian et al., 2010).
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Comme pour de nombreuses populations de cellules dérivées de cellules souches
pluripotentes, les voies moléculaires conduisant aux MSCs ont été analysées dans le but de
définir leur origine embryonnaire.

La stratégie initiale a consisté a dépléter des signaux pluripotents le milieu de culture
des cellules iPS. Les cellules obtenues avaient des marqueurs de surface caractéristiques
mais aucune différenciation efficace n’était possible. Par la suite, 1'utilisation de bFGF
(basic Fibroblast Growth Factor) a permis d'obtenir des MSCs mais dont le potentiel de
différenciation était nettement plus engagé dans la lignée adipocytaire (Hwang et al., 2008;
Hynes et al., 2014; Olivier et al., 2006).

Les cellules issues de la lignée de la créte neurale ont récemment été identifiées
comme une source et une voie potentiel pour générer des MSCs a partir de cellules
pluripotentes (Karlsson et al., 2009; Lian et al., 2016). L'activation de la voie de
signalisation canonique WNT et I’inhibition de la voie de signalisation du TGF-béta
constituent des approches communes permettant d'obtenir une population hautement
enrichie en cellules de la créte neurale induite (INCC) (Menendez et al., 2011; Mica et al.,
2013), cellules présentant un grand potentiel de différenciation en lignées mésodermiques.

Ces résultats permettent de mettre en lumiére les voies moléculaires impliquées dans

le développement embryonnaire des cellules de la lignée stromale mésenchymateuse.

3.2.2 Cellules hulPS-MSCs : études physiopathologiques et intérét en réparation

tissulaire.

La «technologie des cellules IPS» a davantage élargi notre vision de 1’utilisation des
cellules souches pour des applications cliniques. Je vous présenterai ci-dessous les études
marquantes démontrant 1’intérét des iPS-MSCs pour étudier les mécanismes

physiopathologiques et le défi de les utiliser en situation clinique.

a) Compréhension de situations pathologiques liees des défauts génétiques.

Les iPS-MSCs peuvent étre considérés comme une stratégie efficace pour
comprendre le mécanisme de certaines voies moléculaires conduisant a des maladies
génetiques autosomiques ou dominantes touchant les tissus mésodermiques. En voici

quelques exemples.
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L’équipe de Zhang et al. a utilisé des cellules iPS dérivées de patients atteints du
syndrome de Hutchinson-Gilford autrement dit de la Progeria (HGPS). Le HGPS est une
maladie génétique autosomique dominante dans laquelle des symptomes, ressemblant a des
aspects du vieillissement, se manifestent tres tét. Cette maladie affecte les lignées
mésenchymateuses et est causée par la progérine, une forme tronquée et farnésylée de la
Lamine A. Ces iPS-MSCs-HGPS présentaient clairement des anomalies accompagnées de
défauts du processus de réparation de I'ADN corrélés & une augmentation du taux de
progérine. Une analyse plus poussée a permis de démontrer que I'accumulation de
progérine était toxique et rendait les iPS-MSCs-HGPS trop sensibles a un
microenvironnement hypoxique et privé de nutriments (Zhang et al., 2011).

Autre exemple, en utilisant le protocole que nous avons développé, notre équipe a
pu générer dans un travail collaboratif, des MSCs a partir de cellules iPS dérivées de
patients souffrant du syndrome d'Andersen (AS), pathologie due a des mutations
autosomiques dominantes dans le géne codant pour le canal de potassium Kir2.1 (Pini et
al., 2016). Ces patients souffrent de multiples malformations osseuses: malformation
cranienne, fente palatine, syndictalie, etc. Nous avons pu montrer que les cellules iPS-
MSCs-AS généres conservaient leur potentiel de différenciation adipogénique mais étaient
incapables de se différencier efficacement en lignées ostéogénique et chondrogénique.
L'analyse de la voie moléculaire défectueuse a montré que I'expression du canal Kir2.1 est
nécessaire pour maintenir la voie de signalisation BMP impliquée dans les processus de

différenciation ostéo / chondrogénique.

b) Cribler des molécules, développer des médicaments

La génération d'iPS dérivés de patient et iPS-MSCs permet non seulement de
décrypter les mécanismes moléculaires défectueux, mais également de rechercher des
médicaments efficaces.

Comme les iPS-MSCs-HGPS présentent une différenciation ostéogenique
prématurée, Lo Cicero et al. a effectué un criblage de 2800 petites molécules inhibant la
différenciation des iPS-MSCs-HGPS en différenciation ostéogénique. lls ont découvert des
composés qui diminuent la différenciation ostéogénique prématurée (Lo Cicero et al.,
2016).
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L'équipe de Deyle et al. a rapporté un modele d’iPS-MSCs dérivé de patients atteints
d’ostéogenese imperfecta (Ol), un trouble osseux provoqué par une mutation dominante
dans les genes du collagéne de type 1. Ces cellules iPS-Ol ont pu étre corrigées par génie
génetique puis dérivées en iPS-MSCs corrigées qui potentiellement pourraient étre utilisées
pour traiter les défauts du tissu squelettique de patients atteints d'Ol (Deyle et al., 2012).

Globalement, ces études démontrent clairement le potentiel d'utilisation des MSCs
dérivées d'iPS pour définir certains acteurs moléculaires impliqués dans le devenir

physiologique et pathologique des lignées mésodermiques.

3.2.3 Cellules hulPS-MSCs : propriétés immunosuppressives.

L’une de caractéristiques principales pour une utilisation clinique des iPS-MSCs réside
dans leurs activités immunosuppressives qui ont été testées dans quelques études dont

certaines sont parues pendant ma theése.

a) Analyse in vitro de ces propriétés.

Les iPS-MSCs présentent des propriétés immuno-suppressives efficaces, mettant en
avant leur intérét potentiel pour le traitement de pathologies dues a une activation
exacerbée du systeme immunitaire, telles que les maladies auto-immunes, le rejet de greffe
ou la GVHD.

Jusqu'a présent, seules quelques études ont été réalisées avec des MSCs dérivées de
cellules souches pluripotentes humaines afin d' « inhiber » ou du moins de «réguler » le
systéeme immunitaire.

Le travail initial de Giuliani et al a illustré 1’effet inhibiteur de telles cellules par leur
régulation négative des activités des cellules NK (Gianchecchi et al., 2013).

D'autres études, dont la notre (présentée dans la partie résultats #1), ont porté sur
I'inhibition in vitro des réponses sur les cellules T humaines allogéniques lors d'une
réaction lymphocytaire mixte avec des MSCs humaine dérivées d’ES ou d'iPS (Kimbrel et
al., 2014; Moslem et al., 2015; Sanchez et al., 2011). Ces études ont rapporté I'inhibition de
la prolifération des cellules T CD4 * activées, ainsi que leur production réduite de
cytokines pro-inflammatoires Thl (IL-2, IFN-gamma, TNF-alpha).

En co-culture avec des PBMCs de patients atteints de rhinite allergique, il a été

montré que des cellules huiPS-MSCs induisent une immunosuppression des lymphocytes T
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Th2 pathologiques (Fu et al., 2012). Une expansion in vitro concomitante de cellules Treg
et une activation de cellules T quiescentes ont été observées (Fan et al., 2018).

L'analyse mécanistique de cette suppression immunitaire des Th2 a impliqué a la fois la
sécretion de PGE-2 et un processus de contact cellulaire non caractérisé dans cette étude
(Fuetal., 2012).

b) Utilisation in vivo de ces propriétés.

Outre ces essais in vitro, la plupart des études in vivo ont utilisé des iPS-MSCs dans
des modéles murins précliniques, en mettant en avant leurs actions sur le systeme
immunitaire de la souris. Ainsi des maladies auto-immunes, des processus de greffe
d'organes, des pathologies inflammatoires résultant d'une ischémie ou de stress d'origine
médicamenteuse (rhinite allergique, maladie intestinale inflammatoire) ont été confrontées
aux fonctions de régulation immunitaire des MSCs dérivées de cellules souches
pluripotentes humaines.

Sanchez (Sanchez et al., 2011) et Wang (Wang et al., 2016) ont démontré I'efficacite
de MSCs humaines dérivees de cellules souches embryonnaires dans des modeles murins
de maladie inflammatoire de l'intestin. Ils ont rapporté une diminution du score cllinique et
des lésions de I'épithélium intestinal, une diminution des épisodes de colite et un niveau
réduit d'infiltrats de cellules inflammatoires.

R Lonza et coll. ont rapporté que les ES-MSCs humaines empéchaient la progression
de la néphropathie lupique chez les souris F1 NZB / W, préservant ainsi l'architecture
rénale, réduisant l'inflammation (diminution de la sécrétion sérique de cytokines
inflammatoires TNF-alpha et IL-6) et l'infiltration des lymphocytes T rénaux (Thiel et al.,
2015). Les travaux de Wang et coll. ont porté sur un modele expérimental d'encéphalite
auto-immune (EAE) imitant la sclérose en plaques pour laguelle les traitements actuels ne
sont pas curatifs. Utilisés in vivo dans un modéle de souris EAE, ils ont montré que des
iIPS-MSCs pouvaient reéduire les symptomes cliniques associés a la pathologie, diminuant
la démyeélinisation neuronale (Wang et al., 2014), et montrant un infiltrat réduit du systéme

nerveux central par des cellules pathologiques Thl et Th17 de souris (Wang et al., 2016).
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A l'aide d'un modele murin d'inflammation allergique induite par I'ovalbumine, Sun
et al ont étendu aux parametres in vivo les résultats rapportés concernant l'activité
immunosuppressive de huiPS-MSCS sur la rhinite allergique médiée par les lymphocytes
T Th2. En effet, ils ont pu montrer que les souris traitées avec les hulPS-MSCs (comme
chez les animaux traités avec des BM-MSCs) présentaient une infiltration réduite par les
éosinophiles dans les voies respiratoires, taux sériques reduits d'IgE et de cytokines
typiques de la voie Th2 (IL-4 , IL-5, IL-13) (Sun et al., 2012).

Dans le contexte de la transplantation d'organe, I'étude de Cheng et al (Cheng et al.,
2015) a montré qu'en association avec le médicament immunosuppresseur rapamycine, les
iPS-MSCs humaines pouvaient réduire le niveau d'infiltration de lymphocytes T CD4" et
CD8" de souris dans des Tlots pancréatiques transplantées. Ceci était accompagné d’une
augmentation de la proportion de lymphocytes Treg CD4" FoxP3* spléniques et d’une
diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires Thl (IL-2 et IFN-gamma),
tandis que le niveau de cytokines anti-inflammatoires, IL-10 et TGF-beta produites était

augmente.

Globalement, ces données obtenues dans différents modéles in vivo ont démontré
I'impact bénéfique des MSCs derivées de cellules souches pluripotentes humaines sur les
réactions immunitaires xénogéniques murines, ciblant des profils de différenciation

inflammatoires des lymphocytes T (Th1, Th2, voire Th17) associées a la maladie traitée.

Fait intéressant, le seul rapport sur lI'impact in vivo des cellules huiPS-MSCs sur des
cellules lymphoides humaines provient d'un modele murin d'ischémie de membres
inférieurs de souris NSG transplantées avec une faible quantité de cellules mononuclées de
sang périphérique humain (PBMC humain) (Sun et al., 2015). Dans cette études, la Iésion
musculaire inflammatoire due a 1’ischémie est infiltrée par des lymphocytes T CD45"
CD4" humains. Le traitement des souris avec des cellules huiPS-MSCs a conduit a une
réduction de l'infiltrat.
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I1) OBJECTIFS DE MON TRAVAIL DE THESE

Je vous ai présenté les cellules stromales mésenchymateuses et notamment leur
intérét potentiel pour une utilisation clinique grace a leur propriétés de multipotence et leur
activité immunosuppressive in vivo et in vitro. Cependant trouver une source alternative de
MSCs bien caractérisées, reproductibles et éventuellement facilement manipulable du point
de vue génétique serait un avantage. Nous nous sommes donc intéressés aux cellules
souches pluripotentes induites comme cellules a partir desquelles nous pourrions générer
des cellules MSCs. Il faut préciser qu’au moment ou nous avons commencé ces analyses,
peu de publications décrivaient des iPS-MSCs humaines.

Dans ce contexte, mon travail a été guidé par deux objectifs.

- Mon premier but a été de déterminer si les cellules huiPS-MSCs que nous avions
généré présentaient les caractéristiques attendues pour des MSCs et donc si notre protocole
pour les produire était efficace. Les questions auxquelles j’ai pu répondre sont les
suivantes :

a) Les huiPS-MSCs genérées ont elles les caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelle de multipotence attendues pour ce type de cellules ?

b) Nos huiPS-MScs présentent-elle une fonction immunosuppressive in vitro sur les
lymphocytes T humains, et si oui par quel mécanisme ?

c) Conservent-elle cette fonction immunosuppressive in vivo (dans un modele de
souris NSG humanisées) sur des lymphocytes T humains ?

Les résultats obtenus ont fait ’objet d’une publication qui est présentée dans la

premiére partie des résultats.

- En comparant nos cellules huiPS-MSCs a des cellules BM-MSCs issues de
donneurs sains, j’ai mis en évidence une expression différentielle de la molécule
immunosuppressive PD-L1. Mon deuxieme objectif a donc été de caractériser
moléculairement la régulation de cette expression de PD-L1, en s’intéressant plus
particulierement & 1’expression de microARNs. Les résultats (qui sont encore

préliminaires) sont presentés dans la deuxieme partie.
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I11) RESULTATS
1. Resultats partie |
1.1 Introduction :
Pour commencer, la grande originalité de mon projet réside dans la géneération de

cellules stromales mésenchymateuses (MSCs) issues de cellules souches pluripotentes

induites humaines. Je rappelle :

1) Leurs propriétés phénotypiques. (Expression positive du CD105,
CD73, CD90 et absence d’expression pour CD45, CD34 et HLADR).
2) Leur capacité d'auto renouvellement et leur multipotence soit la

capacité a se différencier en une variété de différentes cellules de la lignée
mésenchymateuse : les chondrocytes, les adipocytes et les ostéoblastes.

3) Leur activité immunosuppressives.

Je m’attarderai sur les différents mécanismes immunomodulateurs que déploient ces
cellules en particulier I’induction de lymphocytes T régulateurs (T reg) et I’interaction PD-
L1/PD1. Cependant, leur isolation difficile et leur nombre réduit limitent leur utilisation
thérapeutique.. La suite de mon travail a été de générer et de caractériser des cellules
stromales mésenchymateuses dérivées de cellules souches pluripotentes induites humaines
(hulPS-MSCs). L'avantage des hulPS-MSCs réside dans leur plus grande disponibilité et
la possibilité d'en avoir a volonté, soit syngénique soit allogénique. Il a fallu alors valider

I’intérét thérapeutique potentiel de ces huiPS-MSCs.

1.2 Materiel et méthodes :

a) In Vitro :

Gréace a notre équipe, nous avons pu mettre en place un protocole simple de
géneration d’hulPS-MSCs en deux étapes. Ce protocole permet de générer rapidement les
hulPS-MSCs. Des cellules iPS humaines cultivées ont été maintenues en l'absence de
bFGF pendant 7 jours, puis ont été remplacées par un milieu ectodermique / mésodermique
( pendant les 2 semaines suivantes). Quatre-vingt a quatre vingt dix pour cent (au passage
1) et 100% (au passage 2) des cellules récupérées exprimaient les antigénes de surface

caractéristiques des MSCs tissulaires.

74



De plus, les cellules hulPS-MSCs récupérées et maintenues en culture étaient bien
multipotentes par leur capacité a se différencier en 3 types cellulaires dérivées du
mésoderme (ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes)

b) In Vivo :

Nous avons choisi les souris immunodéficientes NSG (SCID-NOD-IL2Rgamma
null) caractérisées par une absence de lymphocytes T et B matures, une activit¢ NK
anormale et une activité modérée des macrophages. Ainsi, ces souris immunodéprimées
NOG ont été injectées avec des PBMC humains issus de culots lymphocytaires (fournis par
I'Etablissement francais du Sang sous convention) (20x10%souris) et traitées ou non par
injection de 1x106 huiPS- MSC/souris (3 traitements effectués a une semaine d’intervalle).
L’apparition des signes cliniques typiques (perte de poids, inflammation de la peau,
diarrhées) de la xéno-GVHD ont été suivis sur une période de 6 semaines. Les animaux ont
¢été sacrifiés a différents temps au cours du processus pour analyse des différents tissus
cibles murins (analyse histologique et histo-immunochimique des tissus - colon, foie, peau
et moelle osseuse). Enfin le niveau de réactivité des cellules T a été suivi par 'analyse des
lymphocytes humains circulants et de ceux présents dans la rate (cytométrie en flux sur les
populations de lymphocytes isolés — phénotype et expression de marqueurs d'activation et

de cytokines intracellulaires).

1.3 Résultats

1.3.1 Activité immunosuppressive in vitro des hulPS-MSCs :

a) Activité immunosuppressive in vitro des hulPS-MSCs sur les Lymphocytes T

actives

Pour tester la fonction immunosuppressives des hulPS-MSCs, nous avons analysé
leur effet sur la prolifération des LT humains stimulés de maniere allogénique par réaction
« MLR » (pour mixed lymphocyte reaction). On observe une diminution significative de la
prolifération des cellules T CD4+ et CD8+ en co-culture avec les hulPS-MSCs.

Ensuite par RT-qPCR, j’ai analysé 1’expression relative des mRNA codant pour les
cytokines « engagées » dans les réactions immunitaires. Comme attendu, « la signature »

de I’expression génique des LT activés avait un taux abaissé en présence des hulPS-MSCs.
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En MLR, nous avons détecté une réduction de I’expression ARN des cytokines
« clefs » responsables de 1’activation cellulaire T.
En effet, en présence des hulPS-MSCs, on note une réduction des marqueurs
inflammatoires : 1L2, IFNgamma, TNFalpha et TNFbeta. A contrario, on observe une
augmentation de 1’expression des cytokines immunosuppressives : IL1 alpha et beta, IL6,
IL10 TGFbeta et LIF. L’expression ARN des molécules de surface ayant un role dans
I’activation des LT et leur polarisation en cellules effectrice comme OX 40 et son ligand
OX40L tout comme le CDA47 étaient diminuées en présence des hulPS-MSCs.
Inversement, LAG3 et CTLA4 (connues pour leurs propriétés immunomodulatrices)

voyaient leur expression augmentée.

b) Les hulPS-MSCs induisent un switch de la polarisation des cellules T

Utilisons toujours le modéle de réaction MLR. En co-culture avec les hulPS-MSCs,
on observe une réduction significative des lymphocytes T CD4 produisant de I’TFN gamma
et du TNF alpha qui sont des marqueurs de la voie Th1l.

A contrario, la présence de LT régulateurs CD4+ a été détectée. Il s’agit d’une
nouvelle donnée tres intéressante, en présence d’hulPS-MSCs, le taux de LT CD4+
FOXP3+ était considérablement augmenté jusqu’a 16%. Nous avons observé une
augmentation des populations LT CD4+ exprimant fortement le CD25 et exprimant
faiblement le CD127 dans les cellules exprimant le FOXP3.

Enfin, nous avons pu démontrer que cette population cellulaire CD4+ contenant les
TReg était capable d’inhiber la prolifération cellulaire CD4+ (baisse significative de 50% a
70%).

En conclusion, nous avons démontré que les LT CD4+ FOXP3+ générés en co-
culture avec les hulPS-MSCs ont une réelle et significative activité immunosuppressive.
J’ai ensuite voulu caracteériser les populations régulatrices induites en présence des hulPS-
MSCs. Jai utilisé les marqueurs de surface neuropilin 1 et Helios pour discriminer les
Treg induit des Treg « naturels » (qui seraient juste expandus des Treg présents
« naturellement » dans les PBMc utilisés en MLR.) Les Treg générés n’exprimaient pas
neuropilin 1 mais Helios étaient fortement exprimé dans les cellules Treg. Ceci confirme

que les Treg que j’ai obtenus ont bien été induits in vitro.
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Pour finaliser sur I’in Vitro, mes résultats soulignent et mettent en valeur 1’activité
immunosuppressive des hulPS-MSCs sur I’activation cellulaire T induisant un switch de la
polarisation cytokinique des LT et en générant des Lymphocytes T régulateurs.

1.3.2 Activité immunosuppressive in vivo des hulPS-MSCs :

a) hulPS-MSCs detection after intra-peritoneal injection :

Dans une approche plus axée sur la thérapie, nous avons utilis¢ un modele in vivo de
souris “humanisées”, modele chimeére permettant [’étude de réaction de cellules
lymphocytaires humaines dans un contexte in vivo plus proche de la situation clinique.
Nous avons choisi les souris immunodéficientes NSG (SCID-NOD-IL2Rgamma null)
Dans ces souris, (PBMC) met en place une réaction xénogénique de greffon contre 1'hote
(xéno- GVHD), pathologie dans laquelle les cellules lymphoides humaines réagissent
contre les xéno- antigeénes portés par les tissus de la souris hote (peau, intestin, foie ...)
conduisant a une activation trés forte de lymphocytes T produisant des cytokines
inflammatoires IFNg et TNFa. Dans un tel modele de xéno-GVHD, lactivité
immunosuppressive de cellules MSCs adultes a ¢t¢ montrée , et nous avons proposé de

valider la fonction immunosuppressive de nos huiPS-MSCs dans ce modele.

b) impact in vivo sur [’expansion des cellules T humaines.

Dans un deuxiéme temps, nous avaons testé leur impacti n vivo sur I’expansion des
cellules T humaines.

Chez les souris traitées avec les hulPS-MSCs le pourcentage de LT humain circulant
a éte réduit de facon significative (baisse d’une facteur 1,8) . Ceci est, de plus confirmé
dans les splénocytes (diminution d “un facteur 1,6)

Des marqueurs intracytoplasmiques ont montré que les souris non traitées avec les
hulPS-MSCs présentent un taux élevé de marqueurs inflammatoires TNF alpha IFN alpha
de la voie cellulaire Thl....

Ceci est le contraire avec les souris traitées avec les hulPS-MSCs.
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Les cellules de la voie Thl sont abaissées avec des cellules T produisant de I’'TL10
(augmenetation d’un facteur 6). En parallele les cellules Treg FOXP3+ absentes chez les

souris non traitées, non systématiquement détectées dans les souris traitées.

En conclusion, mes données in vivo montre que les hulPS- MSC sont capables de
limiter I’expansion des cellules T humaines avec une reductiondu prog-fil cytkinique
inflammatoire Thl et la présence de cellules T productrices d’IL10 et la génération de
cellules T reg FOXP3+.

Ainsi, nous nous montrons que les cellules huiPS-MSC conservent aprés injection in
vivo leur activité immunosuppressive. En effet, bien que le traitement réalisé n’ait pas
empéché 1’apparition de la xénoGVHD, nous montrons clairement un impact en termes de
réduction de ’amplification des populations T, réduction de la proportion de lymphocytes
T producteurs d’IFNg et de TNFa et apparitions de lymphocytes présentant un phénotype
régulateur (production d’IL10 et exprimant FoxP3).

1.4 Conclusion

Ainsi I’ensemble de ces résultats in vitro et in vivo valident 1’intérét thérapeutique
potentiel de ces huiPS-MSCs pour traiter ou prévenir 1’activation des lymphocytes T tout
en soulignant la possible mise en place d’une tolérance spécifique par la génération de
lymphocytes T régulateurs. Cet article met en avant la possibilité d’inhiber les réactions
immunes inflammatoires par 1’utilisation des cellules hulPS-MSC. Ce travail,qui constitue

la base de mon travail de thése, a été publié dans Frontiers In Immunology.
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Despite mesenchymal stromal cells (MSCs) are considered as a promising source of
cells to modulate immune functions on cells from innate and adaptive immune systems,
their clinical use remains restricted (few number, limited in vitro expansion, absence of
a full phenotypic characterization, few insights on their in vivo fate). Standardized MSCs
derived in vitro from human-induced pluripotent stem (hulPS) cells, remediating part
of these issues, are considered as well as a valuable tool for therapeutic approaches,
but their functions remained to be fully characterized. We generated multipotent MSCs
derived from huiPS cells (huiPS-MSCs), and focusing on theirimmunosuppressive activity,
we showed that human T-cell activation in coculture with huiPS-MSCs was significantly
reduced. We also observed the generation of functional CD4+ FoxP3+* regulatory T (Treg)
cells. Further tested in vivo in a model of human T-cell expansion in immune-deficient
NSG mice, huiPS-MSCs immunosuppressive activity prevented the circulation and the
accumulation of activated human T cells. Intracytoplasmic labeling of cytokines pro-
duced by the recovered T cells showed reduced percentages of human-differentiated
T cells producing Th1 inflammatory cytokines. By contrast, T cells producing IL-10 and
FoxP3*-Treg cells, absent in non-treated animals, were detected in huiPS-MSCs treated
mice. For the first time, these results highlight the immunosuppressive activity of the
huiPS-MSCs on human T-cell stimulation with a concomitant generation of human Treg
cells in vivo. They may favor the development of new tools and strategies based on the
use of huiPS cells and their derivatives for the induction of immune tolerance.

Keywords: induced pluripotent stem cells, mesenchymal stromal cells, human T-cell immunosuppression,
regulatory T cells, humanized NSG mouse, tolerance

INTRODUCTION

Among the different cells potentially used in regenerative medicine, the mesenchymal stromal cells
(MSCs) are viewed as an interesting source of cells, increasingly used in the treatment of various clini-
cal contexts as well as for immunomodulation in conditions linked to auto/allo-immunity (1). These
cells are self-renewing, adhere to plastic, express characteristic surface antigens and have mesodermal
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multilineage differentiation potential in vitro (2, 3). MSCs can be
obtained from several tissues such as adult bone marrow (BM),
adipose tissue and several fetal organs. Ex vivo isolated somatic
MSCs have been implicated in immune-regulatory functions on
cells from both the innate and adaptive immune system. Several
secreted factors such as indolamine 2,3-dioxygenase (IDO),
transforming growth factor beta (TGF-f), hepatocyte growth
factor, and prostaglandin E2 have been shown to mediate their
capacity to inhibit T-cell activation [for review, see Ref. (1, 4)].
However, cell-to-cell contact was also shown to be involved in the
T cell-inhibitory effect of MSCs, for instance, through targeting
cell surface ligands of the B7 super family (5, 6).

Generation of regulatory CD4* T cells through soluble factors
produced by MSCs (7) or through interaction between MSCs
and monocytes was also shown to mediate immunosuppression
of T-cell responses (8). Therefore, MSCs were proposed for cell
therapy for treatment of autoimmune related diseases, immuno-
logical disorders and acute graft-versus-host disease (9-13), and
multiple clinical studies are ongoing (14-19).

Nevertheless, a major restriction for their clinical use is due to
the limited in vitro expansion of the low quantity of cells that can
be collected from adult tissues. Furthermore, their full pheno-
typic identity in vivo remained to be established. Therefore, MSCs
derived in vitro from human-induced pluripotent stem (huiPS)
cells could fulfill some of the specification required to improve
MSCs use in therapeutic approaches: well-defined and unlimited
number of cells with reproducible functional characteristics.

Several publications reported the generation of pluripotent
cell-derived MSCs through embryonic body formation, direct
differentiation, or addition of mesenchymal inductors (20-23).
These pluripotent cell-derived MSCs express the classical
BM-MSC CD44, CD73, CD90, and CD105 markers are capable
of in vitro differentiation into osteoblasts, adipocytes, and chon-
drocytes and display some tissue repair activity in vivo in mouse
models (24). Furthermore, they present an immunosuppressive
activity in vitro against T cells (25) as well as NK cells (26). The
in vivo immunosuppressive activity of such cells was so far tested
on murine immune cells in different models of immunological
disorders such as allergic airways (27), experimental autoimmune
encephalomyelitis (25, 28), induced colitis (25), and ischemia (24).

Here, we generated huiPS-MSCs (characterized by the
expression of classical markers and their multipotent property)
that display in vitro an efficient immunosuppressive activity on
allogeneic T-cell responses through the induction of regulatory
T (Treg) cell differentiation. We further demonstrate that their
infusion in humanized NSG mice [human peripheral blood
mononuclear cell (PBMC) mouse] induced a decrease in the
proportion of human CD4* and CD8" T cells expanding within
the mice, along with a switch from a Th1 cytokine profile toward
a Treg signature. Our data highlight the promising therapeutic
potential of huiPS-MSCs in immune-mediated diseases.

MATERIALS AND METHODS
Cell Culture

All the culture products were provided by ThermoFisher (France)
unless mentioned. In this study, the induced pluripotent stem

(huiPS) cells were provided by Dr. I. Petit INSERM U976, Paris)
obtained from the reprogramming of human adult fibroblasts
(29) or were produced in the laboratory (30). These cells were
grown into homogeneous colonies on feeder mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) treated with mitomycin C (Sigma, France).
The culture medium of huiPS$ cells consisted in 85% DMEM/
F12, 15% knockout serum replacement, L-glutamine 100 mM,
B-mercaptoethanol 0.1 mM, and bFGF 10 ng/ml (Invitrogen or
Peprotech, France). The huiPS$ cells were passaged one to two
times per week by splitting colonies in dissociation buffer (DMEM
containing Collagenase type IV 2 mg/ml) without detaching the
feeder MEE.

Human iPS-derived mesenchymal stromal cells (huiPS-MSC)
were obtained by spontaneous differentiation of huIPS cells. For
this, huiPS cells were maintained in huiPS medium without bFGF
until the huiPS colonies overgrew. Without passaging them, the
differentiating cells were maintained for the next 4-6 days in an
“MSC” culture medium containing 30% DMEM, 30% F12, 10%
serum FclI (Hyclone, ThermoFisher, France), NEAA 10 mM, Na
pyruvate 1 mM, penicillin (1 U/ml)/streptomycin (1 pg/ml), glu-
tamine 1 mM, p-mercaptoethanol 100 puM, ascorbic acid 50 pg/ml
(Sigma-Aldrich, France), and huEGF 10 ng/ml. The differenti-
ating cells were then dissociated in PBS 0.05% trypsin-EDTA,
and put back in culture in the “MSC” medium. Only few cells
collected (<10%) were able to survive and grow (medium was
changed 1 or 2 days later to removed dead cells and floating cells).
The “MSC” medium was then changed every 3-4 days. Ten to
fifteen days later, the cells were passaged (passage 1) and analyzed
for the expression of MSC markers (usually 80-90% of cells with
MSC phenotype are recovered). These hulPS-MSCs were then
maintained in culture and passaged one to two times per week
in “MSC” medium. Although the huiPS-MSCs obtained could be
maintained up to passage 10, they were used before they reached
passage 5.

Human PBMCs were obtained from the EFS (Etablissement
Frangais du Sang) from healthy platelet donors. After separation
on a Ficoll gradient, the cells were immediately used or frozen
and stored in liquid nitrogen.

In Vitro Differentiation of huiPS-MSCs

Human-induced pluripotent stem-MSCs' differentiation into
adipocytes and chondrocytes was performed using specific
differentiation media (StemProAdipocyte medium and
StemProChondrogenesis medium, ThermoFisher) according to
the manufacturer’s instructions. Osteoblast differentiation was
performed in aMEM medium containing 5% Hyclone serum
supplemented with ascorbic acid 50 pug/ml, p-glycerophosphate
110 uM, and dexamethasone 0.1 uM. After 14-21 days of cul-
ture and fixation, the cells were treated with either Alcian Blue
1% for coloration of chondrocyte matrix, Alizarin Red 2% for
osteoblast-derived matrix or Red Oil for presence of lipid droplets
as a marker of adipocytes.

Flow Cytometry Analysis

The cells were labeled for expression of surface markers with
fluorescent antibodies in PBS plus 1% FCS and 2 mM EDTA
for 30 min at 4°C and were analyzed on a FACS Canto II with
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the Diva (Becton-Dickinson, France) or the FlowJo (Flow]o,
LLC) softwares. The anti-CD90 FITC (clone 5E10), anti-CD105
PeCy7 (clone SN6), and anti-CD3 eFluor450 (clone UCHT1)
antibodies were provided by eBioscience SA (France). The
anti-CD73 APC (clone AD2), anti-CD4 PeCy7 (clone SK3), and
anti-CD8 PerCP-Cy5 (clone SK1) antibodies were provided by
Becton-Dickinson.

For intracytoplasmic staining of cytokine expression, human
T cells were stimulated for 4 h with Ionomycin (10 pg/ml) and
PMA (1 pg/ml) in the presence of Brefeldin A (10 pug/ml) [as
already described (31)]. T cells were labeled with the anti-CD4
PeCy7 and anti-CD8 PerCP-Cy5 antibodies, fixed and per-
meabilized with the Fix/Perm buffer (eBiosciences). They were
incubated with antibodies specific (from eBioscience) for the
following cytokines: IFNy (clone 45.B3), TNFa (clone MADb11),
and IL-10 (clone Jes3-9D7). A nuclear labeling of fixed and
permeabilized human CD4* and CD8" T cells was performed
to detect the expression of the FoxP3 transcription factor (APC,
clone 259D/C7, Becton-Dickinson). In some experiment, the
following antibodies were used CD3 BV510, CD4 PerCP-Cys5,
CD127 PeCy7, Neuropilin (Nrpl) BB 515, Helios AF 488, and
FoxP3 APC (all from Becton-Dickinson).

Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)
Responder PBMC labeled with 0.4 uM CFSE (ThermoFisher)
was stimulated by allogeneic manner in MLR with irradiated
(40 Gy) PBMC:s from two different donors labeled with 0.4 uM
APC-Cell Tracer (eBioscience) and cocultured with or without
irradiated (60 Gy) huiPS-MSCs (ratio 1 huiPS-MSC for 10
immune cells) in a u-bottom 96 well plates for 5 days. The cells
then were collected and labeled with the anti-CD4 PeCy7 and
anti-CD8 PerCP antibodies and then analyzed by flow cytom-
etry. We excluded stimulator cells stained with the APC-Cell
Tracer. The proliferation of CD4* and CD8* responder T cells
was measured by the dilution of the CFSE marker. In some
experiments, the PBMCs were put in the insert of a Transwell
culture system (Nunc, 0.45 um pores), the huiPS-MSC being
put in the lower part. A rat anti-human blocking IL-10 antibody
(clone JES3-19F1, Becton-Dickinson) and an isotype rat control
were used (10 pg/ml) to inhibit the potential role of IL-10 in the
immunosuppression.

The In Vivo Model of Human T Cell

Expansion in NSG Mice

NOD/SCID/IL2Ry KO (NSG) mice were purchased from Charles
River Laboratory. Animals were maintained in accordance with
the general guidelines of the institute. They were injected ip with
10 X 10° human PBMC and were treated with or without 1 X 10°
huiPS-MSCs by ip injection once a week for 3 weeks. In some
experiments, mice received only the huiPS-MSCs. Mice were sac-
rificed between weeks 5 and 7 after PBMC injection. Peritoneal
fluid, blood, and spleen were collected for flow cytometry analy-
sis. Approval for the use of mice in this study was obtained from
our local Institutional Ethic Committee for Laboratory Animals
(CIEPAL-Azur, NCE/2013-102).

ELISA

We determined by ELISA the concentrations of human IL-1a,
IL-6, IL-8, IL-2, and IFNy (Development kit, Peprotech) in MLR
culture media according to the manufacturer’s instructions.

RNA Extraction and Quantitative
Real-time PCR

Total RNA was extracted and reverse transcribed (SuperScript
IT Reverse Transcriptase, Invitrogen), and real-time RT-PCR was
performed on an StepOnePlus Fast real-time PCR system (SybR
Green, Applied Biosystems) on triplicates as described. Results
were normalized to the different housekeeping genes (ACTIN,
GAPDH, and UBIQUITIN) on the same plate. Differences in gene
expression were calculated using the 2724 method.

Statistical Analysis

Results are presented as mean + SD. The level of statistical sig-
nificance was determined by the unpaired two-sample Student’s
t-test. p Values <0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

Characterization of huiPS-MSCs:
Phenotype and In Vitro Multipotency

Because previous differentiation protocols of MSCs from
pluripotent cells involve many steps ranging from embryonic
body formation to cell sorting or both (20, 22, 32-36), we set
up a simple two-step protocol that would generate rapidly
mesodermal-derived cells (Figure 1A). Cultured human iPS cells
were kept in absence of bFGF for 7 days, followed by a change for
an ectodermal/mesodermal medium (37) for the next 2 weeks.
Eighty to ninety percent (at passage 1) and 100% (at passage 2)
of the recovered cells (Figure 1B) express surface antigens (Ags)
known to be expressed by tissue-derived MSCs. They were
positive for CD44, CD73, CD90, CD105, and HLA-ABC Ags but
negative for the endothelial CD31 marker, the hematopoietic and
immune related CD34, CD45 markers, HLA-DR antigens, and
CD80 and CD86 co-stimulatory molecules (Figure 1B; Figure
S1 in Supplementary Material). Three different human iPS cell
lines, prepared from different donors and from different tissues
[skin fibroblast (29, 38) or myoblasts (30)] behaved identically,
confirming that this protocol is applicable for multiple human
iPS cells.

In addition, the cells recovered and further kept in culture were
capable of differentiation into the classical mesenchymal-derived
cells (osteoblasts, chondrocytes, and adipocytes) (Figure 1C)
when cultured with appropriate differentiation media, suggesting
that the huiPS-MSC population contained multipotent cells and
correspond to bona fide MSCs. Finally, the huiPS-MSCs we have
generated secreted high and sustained amount of IL-6 and IL-8
cytokine/chemokine but low amount IL-1a (as tested by ELISA)
(Figure 1D), a cytokine profile shared by tissue-derived MSCs
and associated with their role in tissue repair (39, 40). Altogether,
these results highlight that the huiPS-MSCs generated with our
protocol shared strong similarities with in vitro maintained MSCs
derived from adult tissues (2, 3).
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In Vitro Immunosuppressive Activity of
hulPS-MSCs on Activated T Lymphocytes

Besides their multipotent characteristics, tissue MSCs display
in vitro immunosuppressive activities. To test the immunosup-
pressive properties of the huiPS-MSCs, we analyzed their action
on the proliferation of human T lymphocytes stimulated in an
allogeneic manner (Figure 2A). The stimulation of PBMCs in
MLR with allogeneic antigen-presenting cells (PBMC from a
secondary donor—in here named alloAPC) resulted in CD4*
and CD8* T-cell proliferation, which was significantly reduced
in coculture with huiPS-MSCs. We further observed a significant
reduction in the % of CD25-expressing CD4* and CD8* T cells,
indicating a diminished proportion of activated T cells in cocul-
ture with huiPS-MSCs (Figure 2B). Another activation marker
(CD69) was on the contrary expressed on a higher % of CD4*
and CD8" T cells (Figure 2B). Known to be an early activa-
tion marker, its maintained expression might indicate that the
immunosuppression required to be effective the early activation
of the T cells. It is also expressed on memory T cells, which would
suggest that the remaining T cells in the coculture might acquire
such a “memory” phenotype. We also analyzed by RT-qPCR the
relative expression of mRNAs coding for cytokines as well as some
surface receptors involved in such immune reactivities (Figure
S2 in Supplementary Material). As expected, gene expression
signature of activated T cell was clearly reversed upon exposure
with huiPS-MSCs. Indeed, compared with the RNA expression
by huiPS-MSCs alone or in coculture with unactivated T cells,
the relative expressions of activated T-cell cytokines (IL-2, IFNy,
TNFa, and TNEp) were reduced in the MLRs in the presence of
huiPS-MSCs (Figure S2A in Supplementary Material). Measured
by ELISA (Figure 2C), the IL-2 and IFNy production was indeed
reduced in the cocultures with huiPS-MSCs confirming at the
protein level the lower activation of T lymphocytes observed in
such conditions. Furthermore, RNA expression of other genes
coding for cytokines were affected (Figure S2A in Supplementary
Material): we observed an increased expression of inflammatory
IL-1o and IL-1f, IL-6 (cytokines that were shown to sustain the
immunosuppressive activity of MSCs), as well as TGF-f and LIF
known for their immunosuppressive functions. The mRNA cod-
ing for the cytokine IL-10 was also overexpressed. However, its
immunosuppressive function appeared to be not involved in the
T-cell immunosuppression. Indeed, using anti-IL-10-blocking
antibodies during the initial MLR in the presence of huiPS-
MSCs did not affect the inhibition of the T-cell proliferation
(Figure S3A in Supplementary Material). Tested in transwell
assay, we observed that the level of inhibition of the CD4* T-cell
proliferation was partially reduced (Figure S3B in Supplementary
Material). This indicated that both cellular contacts between
activated T cells and huiPS-MSCs, and soluble factors were
involved in the immunosuppressive function of the huiPS-MSCs.
On the contrary, the proliferation of the CD8* T-cell population
appeared to be less inhibited in the transwell assay, suggesting
that their immunosuppression required a direct contact between
T cells and huiPS-MSCs. The relative RNA expression of surface
molecules involved in the T-cell activation and their polariza-
tion into effector cells such as OX40 and its ligand (OX40L), as
well as CD47 were diminished, while on the contrary, those of

LAG3 and CTLAA4, potentially involved in immunosuppressive
functions were increased in the MLR in the presence of huiPS-
MSC:s (Figure S2B in Supplementary Material). Altogether, these
observations might indicate a change in the polarization of the
T-cell populations activated in the presence of huiPS-MSCs.

huiPS-MSCs Induced a Switch in

T Cell Polarization
Using intracytoplasmic cytokine detection by flow cytometry in
activated T lymphocytes, we observed a dramatic reduction in the
proportion of CD4* T lymphocytes producing IFNy and TNFa
corresponding to Th1 cells in MLR with huiPS-MSCs (Figure 3A).
Furthermore, we detected the presence of CD4* Treg cells among
the T populations recovered from the cocultures. As shown in
Figure 3B, the MLR without huiPS-MSCs generated only a small
amount of FoxP3* CD4* T cells, while in the presence of huiPS-
MSC:s this percentage strongly increased up to 16%. FoxP3 being
susceptible to reflect human T-cell activation, we confirmed
the presence of CD4" Treg cells since we observed an increased
detection of a population of CD4* T cells expressing a high level
of the CD25 and a low level of CD127 markers (Figure 3C). This
CD4* CD25" CD127" T-cell population further contained a
higher proportion of FoxP3 cells (Figure 3C). To better define
the phenotypic characteristic of the Treg cell population induced
in the presence of huiPS-MSCs, we showed that the neuropilinl
(Nrpl) surface marker was not particularly expressed by such
Treg cells and that the Ikaros family member Helios was clearly
highly expressed in the whole CD4* T cells population (reflect-
ing a global activation) (Figure S4 in Supplementary Material).
Finally, this CD4* T-cell population recovered from the cultures
in the presence of the huiPS-MSCs was then assayed in a second-
ary MLR. As shown in Figure 3D, this CD4* T-cell population
containing Treg cells was very efficient to inhibit CD4* T-cell
proliferation. Indeed, we observed 50 and 70% inhibition of cell
proliferation when the ratios of Treg cells over CD4* T cells were
1 for 3 and 1 for 2, respectively. We thus demonstrated that the
FoxP3* CD4* T cells generated during the coculture with the
huiPS-MSCs are immunosuppressive CD4* Treg cells.
Altogether, these results highlight the immunosuppressive
activity in vitro of the huiPS-MSCs on T-cell stimulation that
induces a switch in T-cell cytokine polarization and the genera-
tion of Treg cells.

In Vivo Suppressive Activity
of huiPS-MSCs

We further tested the immunosuppressive activity of huiPS-MSCs
in a model of human T-cell expansion in immune-deficient NSG
mice (41). First, we determined whether ip-injected huiPS-MSCs
could be detected in different compartments in NSG mice.
HLA-ABC* huiPS-MSCs were labeled with CFSE and injected
ip in NSG mice. Despite a lower level of expression of CD73 on
recovered cells, we showed that CFSE* HLA-ABC* huiPS-MSCs
could be detected up to 7 days after injection not only within
the peritoneal cavity but also among the circulating cells and
splenocytes (Figures 4A,B). This indicated that the injected
huiPS-MSCs remained viable for at least 7 days within these mice
and were able to circulate at least up to the spleen.
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FIGURE 2 | In vitro immunosuppressive activity of human-induced pluripotent stem (huiPS)-mesenchymal stromal cells (MSCs) on human T lymphocytes. (A) In vitro
immunosuppressive activity of huiPS-MSCs on human CFSE-labeled peripheral blood mononuclear cell (PBMC) stimulated for 5 days with irradiated allogenic
PBMC (as alloAPC) in the presence or absence of huiPS-MSCs. The percentage of proliferating CD4+ and CD8* T cells (assessed by CFSE dilution) was then
determined by flow cytometry. The graph represents the mean + SD of values from five independent experiments, with the corresponding p values. (B) The
proportion of CD4+ (left panel) and CD8* (right panel) T cells expressing CD25 and CD69 was determined by flow cytometry. The histogram represents the mean

% + SD with the corresponding p values calculated from three independent experiments. (C) Analysis by ELISA of IL-2 and IFNy cytokines (pg/ml) at day 4 in
cultures of allogenic stimulated PBMC in the presence or absence of huiPS-MSCs. The graphs represent the mean + SD of values from three independent
experiments, with the corresponding p values.
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FIGURE 3 | Switch in T-cell effector function induced by human-induced pluripotent stem (huiPS)-mesenchymal stromal cells (MSCs). (A). Analysis by flow
cytometry of intracytoplasmic production of Th1 cytokines (IFNy and TNFa) performed on CD4+ T lymphocytes after allogenic stimulation without (no) or with
huiPS-MSCs cocultures. The histogram represents the % of CD4+ T cells expressing INFy (mean % + SD and p value calculated from three independent
experiments). (B) Detection of CD4* FoxP3* regulatory T (Treg) cells after mixed lymphocyte reaction (MLR). The dot plots show the % of FoxP3-expressing CD4+
T cells determined by flow cytometry after specific intranuclear staining of FoxP3 performed on CD4* T lymphocytes after allogenic stimulation without (no) or with
huiPS-MSCs cocultures. The histogram represents the mean % + SD with the corresponding p values calculated from three independent experiments. (C) The
proportion of CD4+ T cells expressing high level of CD25 (CD25") and no or low level of CD127 (CD127") was determined by flow cytometry. Further gated on this
population, the level of FoxP3 expression was analyzed. The histogram represents the mean % + SD with the corresponding p values calculated from two
independent experiments. (D) Treg cells obtained in the MLR in the presence of huiPS-MSCs are immunosuppressive in vitro. Mix lymphocyte reactions (with
different cell ratios) were realized between activated CFSE-labeled CD4* T cells and the CD4+ Treg cell containing population obtained from previous coculture of
T cells with huiPS-MSCs. The left panel shows a representative graph indicating the level of CFSE dilution (i.e., proliferating CD4+ responding T cells) at three
different ratios after 4 days in culture and analyzed by flow cytometry. The right panel displays the proportion of proliferating CD4+* T cells expressed in percentage of
proliferation of CD4+* T cells in the absence of the Treg cell containing population. The histogram represents the mean % + SD with the corresponding p values
between ratio 0/1 and either ratio 1/3 or 1/2 calculated from three independent experiments.
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FIGURE 4 | Human-induced pluripotent stem (huiPS)-mesenchymal stromal cells (MSCs) injected in NSG mice remained detectable for 7 days. (A) CFSE-labeled
huiPS-MSCs were injected jp (1 x 10° cells) and were detected within NSG mouse peritoneal fluid and among splenocytes through their CFSE label and their
expression of HLA-ABC and CD73 by flow cytometry (% of positive cells are given). Days 2 and 7 after injection are represented. Note that CD73 expression
progressively decreased in vivo. (B) CFSE* HLA-ABC* huiPS-MSCs were detected up to 7 days after injection in the peritoneal fluid, blood, and the spleen of NSG
mice. The graph represents the percentage of huiPS-MSCs among all cells recovered from the different mouse tissues at different days after jp injection. The graph
displays the mean % + SD of triplicate determinations from two mice sacrificed at the indicated days and is representative of two independent experiments.

Inasecond step, we tested their impact in vivo on the expansion
of human T cells. NSG mice were injected with human PBMC,
were then treated or not with three infusions of huiPS-MSCs

(through ip injection at 1-week intervals), and were sacrificed
between weeks 5 and 7. After sacrifice, cells collected from the
peritoneal cavity, those circulating in the blood and those present
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in the spleen were analyzed by FACS analysis (not shown and
Figure 5) on the basis of expression of the human CD45 Ag.
Within the peritoneal cavity, human CD45* cells represented
about 65% of total cells recovered from control or huiPS-MSCs-
treated mice; more than 95% of them were CD3* T cells (not
shown). This indicated that among the injected PBMC, T cells
were the main human cell population able to expand and colonize
the mice. Accordingly, we observed in the blood and spleen that
more than 90% of human CD45* cells were CD3* T cells with
expected proportion of CD4* and CD8* cells, indicating a similar
rate of expansion. But when mice were treated with huiPS-MSCs,
the percentage of circulating human T cells was significantly
reduced about 1.8-fold (Figure 5A) leading to a 1.6-fold reduced
accumulation of total T cells within the spleen (Figure 5B).
Interestingly, the proportion of both CD4* and CD8* T cells was
changed, the CD8" T cells being significantly more affected by the
huiPS-MSCs treatments (Figure 5B).

Intracytoplasmic labeling of cytokines produced by the human
T cells recovered from the spleen was performed. We showed that
untreated mice displayed high percentages of human inflamma-
tory IFNy* TNFar* Thl cells, while little or none produced the
anti-inflammatory IL-10 cytokine (Figure 6A). By contrast, in
mice treated with the huiPS-MSCs, the proportion of Thl cells
was substantially reduced, while the one of T cells producing
IL-10 was increased more than sixfolds. In parallel, FoxP3* CD3*
Treg cells were absent in non-treated animals whereas they were
systematically detected in huiPS-MSCs injected mice (Figure 6B).

Altogether, these data demonstrated that the huiPS-MSCs
were able to limit the human T-cell expansion in vivo, along with
a reduced Thl inflammatory cytokine profile, the presence of
IL-10-producing T cells and the generation of FoxP3* Treg cells.

DISCUSSION

Mesenchymal stromal cell clinical use, through many therapeutic
protocols, has proven its safety and efficacy in the treatment of
various degenerative diseases and tissue injuries. Since the pio-
neering work by Takahashi et al. on the derivation of induced
pluripotent stem cells (42, 43), tremendous progresses enables
to imagine the future safe clinical applications of such cells in
regenerative medicine.

In this study, huiPS cells were used to efficiently generate stro-
mal mesenchymal cells (huiPS-MSCs) with a simple spontaneous
differentiation method. As other studies evaluating the properties
of MSCs derived from pluripotent cells (21), we confirmed that
the cells we obtained exhibit the morphologic, phenotypic, and
immunomodulatory characteristics assigned to adult tissues—or
cord blood-derived MSCs (4). They fulfill the defined standards
attributed to in vitro-expanded MSCs derived from BM with the
lack of expression of specific hematopoietic and endothelial cell
markers, and as expected, they express the MSC-identifying mark-
ers CD73, CD90, and CD105 (3). As their ex vivo counterpart,
the huiPS-MSC population we generated is able to give rise, in
appropriate culture conditions, to osteoblasts, chondrocytes, and
adipocytes revealing similar multipotent property. Furthermore,
they produced IL-6 and IL-8, cytokines known to be associated
with MSC tissue repair potential (39, 40).

Among the different approaches used to differentiate pluripo-
tent cells into MSCs, either embryonic bodies formation or the
use of flow cytometry cell sorting might complicate the large-
scale production of such cells for industrial or clinical applica-
tions. The protocol we set up allows to generate huiPS-MSCs in
2 weeks from confluent iPS cell cultures. This simple protocol,
fast and not expensive, revealed to be efficient and reproducible.
Nevertheless, the cellular and molecular mechanisms involved in
the in vitro differentiation of MSCs from pluripotent stem cells
in our hand and in many of the published studies remained to be
characterized. Some insights were recently provided indicating
that MSCs could be derived from hES cells via a trophoblast-like
intermediate state (25) or increased through the inhibition of the
IKK/NF-xB signaling pathway (23). Such studies provide new
tools not only to generate efficiently MSCs in vitro but also for
a better understanding of the in vivo origin of MSC populations.

We also analyzed in vitro some of the mechanisms of immu-
nosuppression exhibited by the huiPS-MSCs cells we have
generated. Many in vitro and in vivo studies reported the potent
immune modulating functions of tissue-derived MSCs through
action on different types of immune cells, activated through vari-
able means (1, 4). Concentrating on human T cells in our study,
stimulation of PBMC by MLR in coculture with the huiPS-MSCs
resulted in a dramatically decreased proliferation of both CD4*
and CD8* T lymphocytes and a concurrent decrease in IL-2 and
IFNy production, both cytokines associated with inflammatory
activation of T cells.

The transcriptomic analysis we performed gave some insight
into the potential mechanisms involved in the immunosuppres-
sion. While we observed a contradictory increased expression of
IL-1a, IL-1f, and IL-6, considered as “inflammatory” cytokines,
those were shown to be necessary sustain the immunosuppressive
activity of MSCs (1) and could therefore participate to the overall
immunosuppression. We also noticed a diminished expression
of co-stimulatory molecules involved in the T-cell activation
and in their polarization into effector cells such as OX40L (44)
and CD47 (45). On the contrary, those of LAG3 (46, 47) and
CTLA4 (48, 49), both described for their potent immunosup-
pressive functions on T cells, were increased in the MLR in the
presence of huiPS-MSCs. Likewise, the higher RNA expression
of IL-10, TGF-f, and LIE, well-known strong immunosuppressive
cytokines (1, 50), strengthens the immunosuppressive action on
T cells by the huiPS-MSCs. To be noticed, even if the level of RNA
expression for PD-L1 (B7H1, CD274), one other well-known
immunosuppressive molecule appeared reduced upon exposure
of activated PBMCs to huiPS-MSCs (compared with activated
PBMCs), the involvement of this pathway is clearly engaged (not
reported in here). Altogether, our data point out the package of
multiple mechanisms contributing to inhibit the T-cell immune
system used by the huiPS-MSCs similarly to tissue somatic MSCs.

Finally, among the molecular pathways able to impact effector
T cells, the huiPS-MSCs we have generated were able to induce
in vitro the differentiation of functional CD4* Treg cells express-
ing FoxP3 as well as CD25 at high level and not expressing CD127
(51), at the expense of IFNy* TNFo* inflammatory T cells. Treg
cells were shown to depend on TGF-p signaling for maintenance
of their immunosuppressive function (52). Such mechanism may

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

January 2018 | Volume 8 | Article 1991


http://www.frontiersin.org/Immunology/
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Immunology/archive

Roux et al.

Human iPS-MSCs Induce Treg Cells

A Circulating blood cells (%)

human CD45* cells
p<0.03

E—
100

% of huCD45* cells
n
()
4' >

100

human CD3* cells
p <0.03

—

_1',.
I 7

% of huCD3* cells
[4)]
o

=L

0 . 0 . :
Treatment of mice no huiPS-MSCs no huiPS-MSCs
human CD4* T cells human CD8* T cells
p <0.06 p<0.05
60 } 40 }
8 = »
8 50 g - n
g O . 2 ¥
Q 30 [ T+ O 20
=] - = ]
G T S 10
® 10 = aln
0 — 0 = E
Treatment of mice no huiPS-MSCs no huiPS-MSCs
B  Splenocytes (absolute number)
human CD45* cells human CD3* cells
p <0.05 p <0.05
PR - | o 0 - |
3 8 40
S 40 g
o EIE T <& 30 ;
2& 30 T oy 8 =) ngm
Q% o x
.,":f, X 20 [ E Z 20 o
5 10 = o 1B N
z 0 : : = b . :
‘reatment of mice no huiPS-MSCs no huiPS-MSCs
human CD4* cells human CD8* cells
p<0.1 p <0.02
15
ﬂ 40 L B
@ i ]
; _ 30 :I’ g 10 ]
8% 20 - 8¢e .
5k als :|, R = —;JE
Y 1 Ny
2 ® T 5 ok
=z 0 y 0
Treatment of mice no huiPS-MSCs no huiPS-MSCs
FIGURE 5 | Continued
Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 10 January 2018 | Volume 8 | Article 1991


http://www.frontiersin.org/Immunology/
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Immunology/archive

Roux et al. Human iPS-MSCs Induce Treg Cells

FIGURE 5 | In vivo immunosuppressive role of human-induced pluripotent stem (huiPS)-mesenchymal stromal cells (MSCs) infusion in a model of human T-cell
expansion in NSG mice. NSG mice injected with human peripheral blood mononuclear cell (PBMC) were treated or not (no) with three infusions of 1 x 10°
huiPS-MSCs (at 1-week intervals), and human cells were analyzed by flow cytometry 5-7 weeks after PBMC injection. (A) % of Human CD45-, CD3-, CD4-, and
CD8-positive-circulating cells recovered from the blood. (B) Absolute number of human CD45-, CD3-, CD4-, and CD8-positive cells recovered from spleens. Six
mice per group were analyzed. The graphs display the value for each mouse (squares for not injected and rounds for huiPS-MSCs-injected mice) and their mean
(horizontal bar) + SD. The p values between not injected and huiPS-MSCs-injected mice are indicated for each panel. Data are representative of three independent

experiments.
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FIGURE 6 | Increased proportion of regulatory T cells after human-induced pluripotent stem (huiPS)-mesenchymal stromal cells (MSCs) infusion in the NSG mouse
model of human T-cell expansion. (A) The left panels display a representative intracytoplasmic labeling of human T cells recovered from spleens of peripheral blood
mononuclear cell (PBMC)-humanized NSG injected (huiPS-MSCs) or not (no) with huiPS-MSCs for the detection of IFN-y- and IL-10-producing T cells. The right
panels represent the percentage of Th1 cells and IL-10-producing T cells in mice injected or not with huiPS-MSCs. The graphs display the % of positive T cells for
each mouse (squares for not injected and rounds for huiPS-MSCs injected mice), the mean (horizontal bar) + SD. The p value between not injected and huiPS-
MSCs-injected mice is indicated for both panel. Six mice per group were analyzed. (B) The left panels display a representative intracytoplasmic labeling of human
T cells recovered from spleens of PBMC-humanized NSG injected or not with huiPS-MSCs for the detection of FoxP3-expressing T cells. The right graphs display

the % of FoxP3-positive T cells for each mouse (squares for not injected and rounds for huiPS-MSCs injected mice, n equal 6 per group), the mean
(horizontal bar) + SD. The p value between not injected and huiPS-MSCs-injected mice is indicated. Data are representative of two independent experiments.

be involved in our hand as the huiPS-MSCs produced a very high
amount of TGF-f (not shown). It remains to determine whether
such a Treg cell population is indeed induced in vitro or simply
expanded from natural Treg present within the PBMC used
(53). The expression of the Neuropilinl or the Helios markers
could be used to discriminate between natural and induced Treg
cells (54-57). However, this remains controversial (57-60). The
population we generated did not expressed Neuropilinl, consist-
ent with an induced phenotype. Regarding Helios expression,
it was highly expressed on the Treg cells tested. But Helios has
also been described to be highly expressed on induced Treg cells
and is a marker of T-cell activation and proliferation (61, 62).
Nevertheless, the presence of cytokines such as IL-2 (which level
is inhibited but not abrogated), TGFp, and IL-6 in the MLR we
have performed with huiPS-MSCs suggest that the Treg cells
obtained could be induced in vitro (63).

Interestingly, because of these different characteristics, one
might consider the clinical use of huiPS-MSCs in strategies
aiming at inducing immune tolerance toward other human
iPS cell type derivatives. Indeed, the clinical use of autologous
iPS-derived cells might be compromised by the overall genetic
instability generated during the reprogramming of epigenetic
defined somatic cells. Allogenic, genetically stable, iPS cell line
banks could be the clinical alternative provided that the challenge
of immune rejection of transplanted allogenic cells would be
resolved. As discussed recently by Liu et al. (64), some proposed
strategies that could be considered, involve known tolerogenic
pathways through forced expression of CTLA4-ig and PD-L1 by
iPS-derived cells. Because they are able to generate Treg cells and
probably innately use CTLA4/CD28 as well as PD-L1/PD1 axes
on T cells to block their reactivity [as does the tissue MSCs—
(1, 4)], huiPS-MSCs could be included within the arsenal of tools
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used to promote immune tolerance as an associated cell type
proposed along with the therapeutic transplanted iPS-derived cells.

To the best of our knowledge, this study is the first evaluating
the huiPS-MSCs immune-regulatory properties on human T-cell
responses in vivo through the potential generation of Treg cells.
The model of humanized NSG mouse allows to evaluate the state of
activation of human T cells recovered from different organs (perito-
neal fluid, blood, and spleen) after treatment with the huiPS-MSCs.
Indeed, injection of human PBMC in such immunocompromised
mice led to the expansion, circulation, and accumulation (within
the spleen) of human activated CD3* T cells, other CD45" cells
(such as B lymphocytes, NK cells, or monocytes) being barely
detected within the different tissues. Furthermore, NSG mice were
not irradiated before human cell injections [as done in many NSG
models (65-67)] to avoid possible repair mechanisms of huiPS-
MSCs on irradiated tissues that could interfere with their immune
suppressive action on T cells. Finally, the huiPS-MSCs were injected
ip instead of iv to prevent possible pulmonary embolization known
to lead to massive secretion into the blood of immune modulating
factors such as TSG6 (68). This ip mode of injection did not confine
the huiPS-MSCs to the peritoneal cavity since we were able to
detect them over 7 days in the blood stream as well as in the spleen.
These results indicate that huiPS-MSCs were able to migrate to
different area, colonized as well by human activated T cells, where
they might exert their immunosuppressive functions.

Using this model setup, we confirmed in vivo the inhibitory
action of huiPS-MSCs cells on the proliferation of T cells since
we observed a decreased expansion of the CD3* T-cell population
in huiPS-MSC-injected mice. Even if this impact appears to be
more pronounced on the CD8* than CD4* T-cell populations,
both T-cell populations were affected.

Interestingly, in the case of allogenic stem cells transplanta-
tion, MSC-treated patients presented a higher level of IL-2 in
their serum and a higher Th2 cytokine (IL4) profile at the expense
of the Th1 cytokine (IFNY) profile (18). Our results indicate that
treatment with the huiPS-MSCs induces a switch from a Th1 sig-
nature toward a regulatory signature (with increased IL-10 pro-
duction) and the generation of FoxP3* Treg cells. Nevertheless,
not all clinical studies using MSC infusion in human reported
such clear shifts in T-cell responses, possibly due to different
clinical settings. Our results highlight that the induction of Treg
cells may be a substantial mechanism by which huiPS-MSCs and
probably adult MSCs exert their function in vivo. Interestingly,
Gregoire-Gauthier et al. (69) reported that cord blood-derived
MSCs were able to delayed clinical sign of acute GVHD in irradi-
ated NSG mice through healing process and immunomodulation
not related to Treg cells. This supports that the function of MSCs
may also differ depending on the experimental settings and this
might explain some of the contradictory results of clinical studies.

Co-transplantation of MSCs during allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation has been explored to enhance engraft-
ment and decrease the risk of graft-versus-host disease (GVHD).
However, although several preclinical and clinical studies with
MSCs have been conducted, the results have been mixed and
the efficacy of MSCs in a transplantation setting is so far unclear
(14-19, 70). For such clinical studies, the MSC source and their
characteristics should be clearly defined to induce reproducible

responses on T immunosuppression. Such standardization could
be potentiated with in vitro generated MSCs, and our simple
method could therefore be very useful.

To the best of our knowledge, our results represent the first
demonstration that immune-modulatory huiPS-MSCs act on
human T lymphocytes in vivo through a switch from a Thl
inflammatory differentiation pathway to a Treg cell pathway.
These findings may promote the development of new strategies,
involving pluripotent stem cells and their derived cells, for the
induction of specific immune tolerance.
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Supplementary figure 1: hulPS-MSCs display the same level of expression of HLA-ABC than
control human cells but no expression of HLA-DR nor co-stimulatory CD80 and CD86
molecules. Flow cytometry analysis of huiPS-MSCs for the expression of HLA-ABC, HLA-
DR and the co-stimulatory CD80 and CD86 molecules compared to human control APC cells
(human activated B lymphocytes). The corresponding % of positive cells are indicated.
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Supplementary figure 2. Selected transcriptomic analysis of MLR of allogenic stimulated T
cells in the presence or not of huiPS-MSCs . A real time quantitative RT-PCR analysis was
performed on the RNA collected at the onset of an MLR experiment. RNA from
unstimulated PBMC, from allogenic stimulated PBMC in the presence or not of huiPS-
MSCs, from not stimulated PBMC in the presence of huiPS-MSCs, and from huiPS-MSCs
were analyzed. Ct values were normalized to the mean of 3 different housekeeping genes
(ACTIN, GAPDH and UBIQUITIN). Differences were calculated with the 2724t method and
compared to the relative level of expression detected in unstimulated PBMC and were
represented in heat maps. (A) transcript signature of selected cytokines and secreted factors.
(B) transcript signature of accessory molecules involved in the T cells activation. The red
colors indicate lower expression compared to unstimulated PBMC, the green colors
corresponding to a higher expression.
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A Inhibition of CD4* T cell Inhibition of CD8* T cell
proliferation proliferation
75 75
ns ns
c 60 i , 60 -
S =2 S =
g 45 S 45
< =
5 30 % 30
e 2
15 15
0 0
Hl no Ab [ ctrl Ab B anti-IL-10 Ab
B Inhibition of T cell proliferation
p <0.01 p < 0.001
[
Q
=
= @ no
£
%5 B transwell
O\O

CDh4 CDs8
Human T cells

Supplementary figure 3: hulPS-MSCs display an immunosuppressive effect on human T cells
proliferation, independent of IL-10 (for both CD4* and CDS8" T cells) but partially blocked in
transwell assay for CD4* T cells and almost completely for CD8" T cells. (A) Percentage on
inhibition of the proliferation of CD4* T cells (left panel) and CD8* T cells (right panel) in
MLR with huiPS-MSCs in the absence of blocking antibodies (no Ab) or in the presence of an
isotype control antibody (ctrl Ab) or a blocking anti-IL-10 antibody (anti-IL-10 Ab) (both at
10pg/ml concentration). (B) Percentage on inhibition of the proliferation of CD4* T cells (left
side) and CD8" T cells (right side) in MLR in the presence of huiPS-MSCs (no, black bars) or
in transwell assay (human T cells in an insert separating them from huiPS-MSCs, transwell,
gray bars). Both (A) and (B), bars represent the mean + SD of independent experiments (3 for

(A) and 2 for (B)).
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Supplementary figure 4: Phenotypic characterization of the CD4" Treg cells generated in MLR
with huiPS-MSCs with the Neuropilinl (Nrpl) and Helios markers. Flow cytometry analysis of
CD4* T cells recovered after 6 days in from MLR in the absence (A) or the presence (B) of
huiPS-MSCs. FoxP3*CD4* and FoxP3-CD4" T cell populations were tested for the expression
of CD25 and Nrp1 (Left panels) or CD25 and Helios (right panels). The % indicate the
proportion of double positive T cells for both markers. The figure displays data obtained from
1 representative experiment out of 3.
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Inhibition of CD4% and CD8* T cell proliferation (dilution of
CFSE) induced by huiPS-MSCs at different cell number. CFSE
stained human PBMC (50 000 cells per well) were stimulated with
the same number of stimulatory cells (MLR) in the presence of
different amount of huiPS-MSCs ranging from 0 to 12 500 cells per
well). The figure displays the mean % of proliferating CD4" and
CD8* T cells + SD. Data are from 1 representative experiment.



2. Résultats partie Il

2.1 L’activité immunosuppressive des hulPS_MSCs via PD/L1

2.1.1 Caracteristiques de la famille B7

Les membres de la famille B7 sont des molécules de co-stimulation généralement
exprimées par les cellules spécialisées dans la présentation antigénique (antigen presenting
cells -APCs) et qui modulent la réponse immunitaire en la stimulant ou au contraire en
I’inhibant. Cette famille de protéines interagit avec la famille de récepteurs CD28 exprimeés

sur les cellules immunitaires (Figure 10).

Antigen Presenting
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B7 family ligands
2timulatory signal ox40L  Ceo-stimulatory  Inhibitory signal
signal
CD80 (B7-1) B7H1 (PD-L1
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Figure 10 : LA Famille B7

La fonction stimulatrice est particulierement bien illustrée par les molécules B7-1
(CD80) et B7-2 (CD86) exprimée a la surface des APCs (par exemple les cellules
dendritiques -DC)
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Par leur interaction avec CD28 sur les lymphocytes T, ces molécules vont délivrer
aux lymphocytes T naifs le second signal nécessaire a leur activation compléte et efficace
(le premier signal étant la reconnaissance du complexe MHC/peptide antigénique par le

récepteur T a I’antigene — T cell receptor ou TCR).

Leur fonction inhibitrice des membres de la famille B7 est impliquée
physiologiquement dans la résolution des réactions immunitaires en fin de réponse (par
exemple interaction de B7-1 ou -2 avec CTLA-4 ( «coinhibitory molecule cytotoxic T
lymphocyte antigen 4 ») (Figure 10) (Krummel and Allison, 1995). es membres inhibiteurs
de cette famille sont aussi impliqués physio-pathologiquement dans la prévention des
dommages tissulaires liés a une réponse immunitaire exacerbée et inattendue, comme les
réactions autoimmunes, et malheureusement dans I’inhibition des réponses anti-tumorales

normalement exercées par les lymphocytes T anti-tumoraux (Dong et al., 2002).

CTLA4
CDs8o0

CD86

L

Dendritic cell

_—

Figure 11 : Interaction de B7-1 ou -2 avec CTLA-4 D aprés Sliwkowski MX and Mellman 1, Science 2013,
vol 341, p1197 (Sliwkowski and Mellman, 2013)

2.1.2 Réle de PD-L1

a) Role physiologique de PD-1/PD-L1 dans le maintien de la tolérance immune

Parmi les membres de la famille B7, PD-L1 (B7-H1 ou CD274) est une des protéines
les plus étudiées. Il interagit avec PD-1 (exprimé a la surface des lymphocytes T activés)
qui agit a plusieurs niveaux pour reguler (Freeman et al., 2000) et maintenir la tolérance
immune (Park et al., 2010).

99



Parmi les mécanismes décrits, PD-L1 est capable d’inhiber directement 1’activation
des lymphocytes T (Butte et al., 2007; Freeman et al., 2000). Il permet de rendre les
cellules qui I’expriment résistantes a la cytolyse induite par les lymphocytes T CD8+ ou
par engagement de Fas-Ligand (Azuma et al., 2008; Rodig et al., 2003). Il participe au
développement des lymphocytes T régulateurs induits (iTreg) et au maintien de leur
fonction (Francisco et al., 2009; Park et al., 2010).

PD-L1 étant également exprimé au niveau tissulaire par des cellules non
hématopoiétiques (Keir et al., 2008), cela permet a PD-1 de contrdler les LT auto-réactifs
au stade effecteur et au niveau méme de 1’organe cible, et ce en empéchant leur
réactivation in situ (Latchman et al., 2004).

Le couple PD-L1/PD-1 apparait donc comme étant indispensable pour permettre de
maintenir I’homéostasie immunitaire en agissant par différents mécanismes. Elle se
distingue ainsi des autres co-récepteurs tels que CTLA-4 par sa grande capacité a
influencer le comportement de plusieurs types de cellules immunitaires appartenant aussi
bien au compartiment adaptatif qu’inné. A noter 1’existence d’un deuxiéme ligand de PD1 :
PD-L2 (B7-DC, CD273), qui agit de la méme maniere que PD-L1 et inhibe I’activation des
lymphocytes T (Keir et al., 2008) (voir Figurel?2).

o " _

-
vl
U

)
PD-L1 PD-L2
/ " .

Dendritic cell

Figure 12 : PD1/PD-L1 : Les « checkpoints » inhibiteurs
D ’apreés Sliwkowski MX and Mellman 1, Science 2013, vol 341, p1197 (Sliwkowski and Mellman, 2013).
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b) Immuno-surveillance et évasion tumorale : la voie PD-L1 : belle découverte !

L’immunosuppression provoquée par PD-L1 est un des outils d” « évasion immune »
qu’utilisent les cellules tumorales pour éliminer les lymphocytes T infiltrant les tumeurs ou
les inactiver de maniére prolongée (Dong et al., 2002).

Aussi, I’interaction PD-L1/ PD1 est devenue une cible potentielle privilégiée pour
« réactiver » les réactions immunes anti-tumorales (Page et al., 2014), avec les premiers
essais cliniques des 2012 (Brahmer et al., 2012; Powles et al., 2014; Topalian et al., 2012).

L’implication de PD-1 dans 1’échappement tumoral a la réponse immunitaire est a
présent confirmée dans différents cancers chez I’lhomme. Rein, peau, cerveau, un spectre
de plus en plus large de tumeurs dont les cellules expriment PD-L1 peuvent étre ciblées par
la biothérapie impliquant 1’utilisation d’anticorps bloquant I’interaction PD1 / PD-L1 (Page
etal., 2014).

Les deux inhibiteurs les plus avancés actuellement sont le Nivolumab et le
Pembrolizumab (Figure 13) deux anticorps anti-PD-1, testés dans de nombreux essais
cliniques (Table 2) (lwai et al., 2017).

< Dendritic cell §
‘*' ndritic ct {

K/u/;\mi-m-1 N
n Nivolumab
i
Anti-PD-L1 Lambrolizumab
MPDL3280A

rcell
g

Figure 13 : Le Nivolumab et le Pembrolizumab deux anticorps anti-PD1 les plus avancés
actuellement.D aprés Sliwkowski MX and Mellman |, Science 2013, vol 341, p1197 (Sliwkowski and
Mellman, 2013).
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Table 3 : Inhibiteurs de /’axe PD1 / PD-L1 dans les essais thérapeutiques.

Target Agent 19G class Company Approved

PD-1  nivolumab (Opdivo®, BMS-936558, MDX1106) Human IgG4 Bristol-Meyers Squibb/Ono Melanoma” &/
Lung cancer”
Kidney cancer”
ﬂ-iodgkin's lymphoma ! &

Head and neck cancer ¥
Urothelial cancer ¥

pembrolizumab (Keytruda®MK-3475, Humanized IgG4 Merck Melanoma"”
lambrolizumab) Lung cancer” &
Head and neck cancer”
pidilizumab (CT-011) Humanized IgG1k Cure Tech
AMP-224 PD-L2 IgG2a fusion Amplimmune/GlaxoSmith
protein Klein
AMP-514 (MEDIO680) PD-L2 fusion protein Amplimmune/GlaxoSmith
Klein
PDR001 Humanized IgG4 Novartis Pharmaceuticals
PD-L1 BMS-936559 (MDX1105) Human IgG4 Bristol-Meyers Squibb
atezolizumab (Tecentriq®, MPDL3280A) Humanized IgG1k Roche/Genentech Urothelial cancer”
Lung cancer”
durvalumab (MEDI4736) Human IgG1k Medlmmune/AstraZeneca
avelumab (MSB0010718C) Human IgG1 Merck Serono/Pfizer

All antibodies used in clinical trials as of September 1, 2016 were extracted from ClinicalTrials.gov
Abbreviations: U U.S. Food and Drug Administration (FDA) approved; E European Medicines Agency (EMA) approved, J Japanese Pharmaceutical and Medical
Devices Agency (PMDA) approved

D’apres lwai et al. (lwai et al., 2017).

2.1.3 Expression de PD-L1 dans les MSCs adultes et sensibilité de cette

expression aux cytokines inflammatoires

Comme nous I’avons vu, les MSCs ont un potentiel immunosuppresseur et immuno-
modulateur, a la fois sur le systtme immunitaire inné mais aussi adaptatif. L utilisation
clinique des MSCs représente donc une stratégie thérapeutique pour cibler les désordres
immunologiques chroniques ou persistants tels que la maladie du greffon contre I'héte
(GVHD).

Notre besoin de comprendre les détails complexes et par quels mecanismes

physiologiques ces MSCs exercent leurs effets est crucial.

Parlons maintenant de PD-1 :

Un des mécanismes immunomulateurs utilisés par les MSCs est justement 1’axe PD-
L1/PD1 (Augello et al., 2005; Gao et al., 2016; Nauta and Fibbe, 2007; Sheng et al., 2008).
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PD-1 a un effet immuno-régulateur important dans l'activation des lymphocytes T et le
maintien de I’homéostasie cellulaire. 1l a été démontré que les MSCs sont capables de
d’exprimer les ligands de PD-1, PD-L1 et PD-L2.

Elles peuvent aussi dans certains cas les secréter (Davies et al., 2017). Et cette
expression par les MSCs participe aux mécanismes multiples que ces cellules utilisent pour
bloquer 1‘activation et la prolifération des lymphocytes T.

Cette propriété d’expression de PD-L1 (et PD-L2) par les MSCs n’est possible
qu’apres exposition de ces cellules a des cytokines pro-inflammatoires comme l'interféron
gamma (I'lFN-y), avec I’aide du TNF alpha (TNF-a). En effet, rappelons ici ce concept
novateur de « licensing » démontrant 1I’importance d’une pré-exposition des MSCs a un
environnement inflammatoire pour qu’elles exercent leur fonction immunosuppressive
(Krampera, 2011; Krampera et al., 2006a; Ren et al., 2008).

Ainsi dans ce contexte de « licencing », les MSCs via leur expression des ligands de
PD-1 (et de leur sécrétion), inhibent I’activation des lymphocytes T CD4* (diminution de
la phosphorylation d’AKT, augmentation de I'expression FOXO3), ceci s’accompagnant
d’une diminution de la sécrétion d’IL-2 pouvant provoquer in vitro 1’apoptose de ces
lymphocytes T(Davies et al., 2017).

2.1.4 Régulation transcriptionnelle de PD-L1

Une étude de Garcia-Diaz et al s’est intéressée aux différentes molécules impliquées
dans la signalisation induite par I'lFN-y qui régule I'expression de PD-L1 et de la PD-L2
mais dans les cellules de mélanome (Garcia-Diaz et al., 2017). Ceci a révélé que 1’axe
IFN-y- JAK1/JAK2 - STATL1/ STAT2/STATS - IRF1 régule principalement I'expression
de PD-L1, avec la liaison du facteur de transcription IRF1 au promoteur de PD-L1. PD-L2
répond également a I’interféron béta et gamma, et est régulée par également par IRF1 et
STATS3, qui se lient au promoteur de PD-L2 (Garcia-Diaz et al., 2017).

L’analyse des échantillons de biopsie des patients atteints de mélanome confirme une
« signature » par I'IFN-y avec une « upregulation » de I’expression des cibles génétiques de
STAT1/ STAT2/ STAT3 et d’IRF1(Garcia-Diaz et al., 2017).

Par conséquent, cette étude cartographie les voies de signalisation conduisant a

I’expression des ligands de PD-1 induite sous traitement par I'lFN-y.
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L’expression induite de PD-L1/PD-L2 sur les MSCs par I’IFN-y (le « licencing » des
MSCs) utilise les mémes voies de signalisation (Jin et al., 2016).

D’autres cytokines semblent étre impliquées dans la régulation de I’expression de
PD-L1 sur les MSCs. Une des populations lymphocytaires les plus importantes sur le plan
clinique correspond a la population de lymphocytes T (Th17) qui sécrétent l'interleukine-
17A (IL-17A).

Les mécanismes d’interactions entre les cellules MSCs humaines et les lymphocytes
Th17 ne sont pas complétement résolus. Cependant, il a été démontré qu’engagées dans un
environnement cytokinique de type Thl (IFN-y / TNF-a), les MSCs humaines ont une
action inhibitrice sur la polarisation Th17 (Wang et al., 2015). Cette inhibition nécessite la
présence d’IL-25 (également connu sous le nom d’IL-17E).

L’inhibition par génie génétique ( « knockdown ») de I'expression de I’IL-25 dans les
MSCs humaines contrecarre 1’effet inhibiteur de ces MSCs sur les lymphocytes Th17 in
vitro et in vivo.

Cependant, IL-25 seul est insuffisant pour supprimer de maniere significative ces
réponses Th17 : ce mécanisme inhibiteur nécessite également I'expression a la surface des
MSCs de PD-L1. Ainsi, I'lL-25 induit I'expression PD-L1, par les voies de signalisation
JNK et STAT3, ce dernier facteur de transcription occupant la région proximale du
promoteur de PD-L1.

Ces resultats permettent de mettre en évidence une régulation transcriptionnelle
supplémentaire de PD-L1 dans les MSCs via l'axe |L-25/STAT3/PD-L1.

A noter par ailleurs, ils permettent de considérer cet axe comme une autre cible

thérapeutique candidate anti-tumorale.

2.1.5 Les miRNAs : généralités et miRNAs décrits pour PD-L1.

Une autre maniére de réguler I’expression d’une protéine passe par la déstabilisation
des ARN messagers (ARNm) codant pour cette protéine. Les micro-ARNs (micro-RNAs
ou miRNAs) sont de petites molécules d’ARNs régulatrices endogenes (de 20 a 25
nucléotides), non codantes, dont la séquence est complémentaire a une région non codante
des ARNm ciblés (introns ou région 3’UTR - « untranslated region »). Ils sont impliqués
dans de nombreuses voies physiologiques comme la différenciation, la prolifération

cellulaire ou I’apoptose par exemple.
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Aprés synthese (transcription par transcrits par I’ARN polymérase Il) sous la forme
d’un miRNA primaire (d’environ 100 nucléotides), plusieurs étapes de maturation
permettent d’obtenir un pre-miRNA puis un miRNA pris en charge par le complexe
protéique DISC. Ce complexe miRNA / DISC va pouvoir interagir avec les ARNm cibles
(préférentiellement sur des sequences spécifiques, dites « seed », situées principalement
dans la région 3’UTR des ARNm et permettre de soit déstabiliser I’ARNm (dégradation)
soit perturber la traduction (Figure 14) (Kim, 2005; Winter et al., 2009). Dans les 2 cas, il

en reésulte une perte d’expression de la protéine codée par cet ARNm.
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Figure 14 : Les miRNA sont transcrits par /’ARN polymérase 11 (Pol 1) en longs transcrits primaires
(pri-miRNA) d’une centaine de nucléotides. Le pri-miRNA est clivé par un complexe multi-protéique, appelé
« microprocessor », composé de DROSHA, une endonucléase de type RNase Ill, et de la protéine de liaison a
I’ARN, DGCRS8 (pour DiGiorge Critical Region 8). Le pré-miRNA d’environ 70 nucléotides ainsi généré est
ensuite exporté dans le cytoplasme par I’Exportine 5. La derniére étape de maturation est catalysée par une
autre RNase de type IlI, DICER, associée a la protéine TRBP (« TAR RNA binding protein »). Ce dernier
clivage permet la formation d’un duplex de miRNA, d’environ 22 nucléotides. Le premier brin, dit « miRNA
mature » est intégré au complexe RISC (RNA-induced silencing complex) comprenant /’une des quatre
protéines Argonautes (généralement Ago2), DICER et TRBP et cible les ARNm. Le second brin, dit «
passager », est exclu du complexe RISC, puis dégradé (D aprés P. Provost, Centre de Recherche CHU
Quebec).

Ce processus de contrdle est considéré comme un des processus régulateurs majeurs

de I’expression génique.
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La liste des miRNAs identifiés est de plus en plus longue : environ 2600 miRNAs
matures, régulant prés de 60 % des transcrits (Esteller, 2011), ont été identifiés a ce jour
chez I’homme selon la base de données Mirbase (http:// www.mirbase.org, version 20). Et
il est a noter que plusieurs mMiRNAs peuvent réguler ’expression d’une protéine et qu’un
miRNA peut cibler plusieurs protéines (plusieurs dizaines, voire plusieurs centaines).

Cette redondance permet, avec une liste restreinte de miRNAs, d’élargir la quantité
de cibles potentielles (faisant partie d’un méme processus physiologique ou non), mais
aussi de réguler plus finement I’expression particuliére de génes selon le contexte cellulaire

et / ou tissulaire.

Compte tenu de ce mécanisme puissant de régulation de I’expression genique, les

miRNASs susceptibles de réguler I’expression de PD-L1 ont été étudiés.
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Figure 15 : Description des microARNSs identifiés comme suceptibles de cibler la region 3’UTR de
quelques protéines exprimées par les MSCsD aprés Q Wang et al, International Journal of Molecular
Sciences 2017 (Wang et al., 2017).
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La plupart de ces études ont été réalisés dans un contexte de cellules cancéreuses.
Ainsi, les miRNA -34a (cellules cancer poumon, acute leukemia), miRNA -513a-5p
(rétinoblastoma, cholangiocytes), miRNA -570 (cancer gastrique), miRNA -200c (lung
cancer), miRNA -15, -16a et -193a-3p (pleural mesothelioma) : pour revue : (Wang et al.,
2017).

Ainsi les miRNAs contribuent également a la regulation de 1’expression de PD-L1.

Table 3 . Micro-ARNSs impliqués dans la régulation de 1’expression de PD-L1 D’aprés Q Wang et al,

International Journal of Molecular Sciences 2017, (Wang et al., 2017).

ARNm cible miRNA Cellules références
testées
PD-L1 miR-15a Mesenthelium Kao

pleural

miR-15b Mesenthelium Kao
pleural

miR-16 Mesenthelium Kao
pleural

miR-34a Leucémie aigiie Wang

miR-93 MSC Cioffi

miR-106b MSC Cioffi

miR-138-5p Cancer Zhao
colorectal

miR-142-5p Cancer prostate Jia

miR-152 Carcinome Wang
gastrique

miR-193a-3p Mesenthelium Kao
pleural

miR-200 Carcinome Chen
gastrique

miR-324-5p Treg Holla

miR-338-5p Treg Holla

miR-424 Cancer ovaire Xu

miR-513 Cholangiocytes Gong

Par ailleurs, de nombreuses études se sont intéressées aux miRNA exprimés par les cellules
MSCs (pour revue : (Bellayr et al., 2017; Clark et al., 2014; Collino et al., 2011; Collino et
al., 2017).
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Elles ont mis en évidence de nombreux miRNAs impliqués dans les processus de
survie, de prolifération, de migration (Tome et al., 2011), de sénescence (Kilpinen et al.,
2016), et dans les processus de différenciation (notamment dans les différenciations
ostéogénique, chondrogénique et adipogénique) (Clark et al., 2014). Mais aucune ne
semble s’étre particulierement focalisée sur la régulation des mécanismes
d’immunosuppression, encore moins sur la régulation de I’expression de PD-L1 dans les
MSCs.

Aussi, nous nous sommes demandés si I’expression de PD-L1 pouvait étre controlé
dans les MSCs par des miRNAs, en utilisant notre modéle de cellules huiPS-MSCs.

La fin de mon travail a donc été de caractériser moléculairement la régulation de
I’expression de PD-L1dans les MSCs en comparant les MSCs issues de tissus adultes et
nos huiPS- MSCs.

2.2 Résultats.

2.2.1. 1 Niveau d’expression de PD-L1 sur les huiPS-MSCs et fonction inhibitrice

Nous avons dans un premier temps controlé le niveau d’expression de PD-L1 et son
implication dans I’immunosuppression qu’exercent les cellules huiPS-MSCs comme nous
I’avons montré dans la premiére étude.

La figure 16-A montre les résultats de I’analyse en cytométrie en flux du
phénotypage des cellules huiPS-MSCs testées. Comme attendue, elles expriment les
marqueurs de cellules MSCs classiquement testés CD73, CD90 et CD105. Pour ce qui est
du niveau d’expression de de PD-L1 (CD274, B7H1), nous observons une intensité de
marquage non négligeable et uniforme sur la population de cellules. Ce niveau d’intensité
reflete une expression constitutive de PD-L1 a la surface des huiPS-MSCs, expression qui
est reproductible sur plusieurs lots d’hulPS-MSCs, testés a différents temps de passage.

La figure 16-B représente le niveau de prolifération de lymphocytes T CD4" et CD8"
au bout de 5 jours de réaction lymphocytaire mixte (MLR) consistant en une stimulation
allogénique par des PBMCs d’un autre donneur. Comme déja démontrée dans la premiére
étude, nous observons une inhibition partielle de la prolifération T si cette MLR est
réalisée en présence de cellules huiPS-MSCs. Si cette MLR réalisée des cellules huiPS-
MSCs et d’anticorps bloquants anti-PD-L1 (anti-CD274), on observe une restauration
d’une partie de la prolifération des lymphocytes T CD4" et CD8*, soulignant que 1’activité

immunosuppressive des cellules huiPS-MSCs utilise la voie PD-L1/PD1.
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A noter que I’utilisation d’anticorps anti-B7H3 (anti-CD276) une protéine de la
méme famille que PD-L1 exprimée sur les MSCs (non montré) n’a pas d’impact sur
I’activité immunosuppressive des huiPS-MSCs suggérant que 1’expression de cette
protéine n’intervient pas dans I’activité immunosuppressive des cellules huiPS-MSCs sur
la prolifération des lymphocytes T. On en conclue que les cellules hulPS-MSCs expriment
spontanément PD-L1, protéine qui participe activement a I’activité immuno-modulatrice de

ces cellules sur ’activation des lymphocytes T CD4" et CD8".

2.2.2 Niveau d’expression de PD-L1 comparatif entre les huiPS-MSCs et les BM-
MSCs

PD-L1 n’est pas suppose étre exprimé de maniere spontanée sur les MSCs tissulaires,
mais son expression est induite par le «licensing » des MSCs par I’'IFN-y. Aussi, nous
avons comparé des cellules huiPS-MSCs et BM-MSCs (provenant de donneurs sains) pour
I’expression de PD-L1. Nous pouvons voir la encore par analyse en cytométrie en flux que
les hulPS-MSCs expriment spontanément PD-L1 (Figure 17-A), alors qu’a contrario, les
BM-MSCs ne I’expriment pas (figure 17-B). La Figurel 7-C montre que la différence
d’expression de PD-L1 entre les hulPS-MSCs et les BM-MSCs est hautement significative
(p <0,001).

Nous avons par ailleurs analysé les niveaux d’expression des ARN messagers
(ARNm) de PD-L1 entre les différents lots de cellules huiPS-MSCs générés au laboratoire
et différentes populations de BM-MSCs. Nous montrons ainsi un niveau de production
d’ARNm systématiquement plus faible mais détectable dans les BM-MSCs (données non
montrées), indiquant que la transcription de ce messager a en partie lieu mais que
I’expression de la protéine est complétement inhibée, suggérant une régulation au niveau

transcriptionnel et au niveau traductionnel.

2.2.3 Analyse in silico des miRNAs potentiellement capables de cibler PD-L1 et
d’autres ARNmM exprimés par les MSCs

Nous nous sommes alors intéresses a la régulation potentielle de I’expression de PD-
L1 par les micro-ARNs (miRNASs) compte-tenu de notre modele permettant de comparer
des MSCs qui expriment de maniére spontanée PD-L1 versus des MSCs qui ne I’expriment

pas.
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Dans un premier temps, par analyse informatique utilisant le logiciel miRwalk2
(analyse des séquences non traduites de PD-L1 susceptibles d’étre la cible de miRNA

connus), nous avons pu identifier plusieurs miRNAs potentiels.

La figure 18 indique les miRNAs putatifs que 1’on a pu identifier grace au logiciel
miRWalk2 capables de cibler la région non traduite 3’UTR de PD-L1 (CD274, B7H1) : il
s’agit des mMIRNAs hsa-16-5p, hsa-103a-3p, hsa-513, hsa-335-5p et hsa-570-3p.

Une analyse similaire a été réalisée pour déterminer de la méme maniere quels
miRNAs sont susceptibles de cibler I’expression d’autres marqueurs de surface et/ou de
molécules immunosuppressives exprimés par les MSCs. Parmi des miRNAs identifiés,
hsa-miR-335-5p est susceptible de cibler PD-L1 (CD274, B7H1) mais aussi le TGF-beta,
ainsi que CD276 (B7H3). Ceci suggere que ce miRNA pourrait également participer a la
régulation de I’expression de ces molécules en paralléle de celle de PD-L1. A noter que
nous avons montré que les cellules hulPS-MSCs produisent spontanément du TGF-beta
(Roux et al., 2017), et que CD276 est fortement exprime par les huiPS-MSCs mais aussi
les BM-MSCs.

2.2.4 Analyse comparative du niveau d’expression des ces miRNAs par les huiPS-
MSCs et les BM-MSCs
J’ai ainsi mesuré I’expression de ces miRNAs potentiels dans les quatre populations

différentes de BM-MSCs et de hulPS-MSCs a notre disposition.

La figure 19 présente I’expression relative des miRNAs hsa-16-5p, hsa-103-3p et
hsa-335-5p dans les BM-MSCs et hulPS-MSCs. Nous observons systématiquement une
expression plus importante de ces 3 miRNAs dans les cellules BM-MSCs
comparativement aux cellules hulPS-MSCs.

Cette observation qui nécessite confirmation suggére fortement que 1’expression de
ces 3 miRNAs dans les BM-MSCs serait potentiellement responsable du contrdle de
I’expression de PD-L1 dans ces cellules. Non exprimés ou faiblement exprimés dans les
huiPS-MSCs, ils ne pourraient plus jouer ce réle régulateur, les huiPS-MSCs exprimant
alors PD-L1 de maniére spontanée.

A T’inverse, le miRNA hsa-570-3p est détecté dans les hulPS-MScs alors qu’il ne
I’est pas dans les BM-MSCs (figure 20).
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Cette observation suggere que ce le miRNA hsa-570-3p n’est peut-étre pas impliqué,
dans ces conditions, dans la régulation de I’expression de PD-L1.A noter que nous n’avons

pas pu détecter I’expression du miRNA hsa-513 dans aucune des populations.

Discussion

En résumé, nous avons, dans ces expériences préliminaires, pu établir une expression
inverse entre PD-L1 et les miRNAs hsa-16-5p, hsa-103-3p and hsa-335-5p dans les
différentes populations de MSCs et une expression paralléle pour le miRNA hsa-570-3p.

De nombreuses expériences complémentaires doivent étre réalisées pour conforter le
réle de ces miRNAs dans la régulation de 1’expression de PD-L1 dans les BM-MSCs.

Nous souhaiterions ainsi pouvoir inhiber I’expression de ces micro-ARNs (utilisation
d’anti-miRNA) dans les BM-MSCs et évaluer le niveau d’expression de PD)L1 au niveau
ARN et protéique.

De la méme maniére, la sur-expression de ces micro-ARNSs dans les cellules huiPS-
MSCs devraient inhiber I’expression constitutive de PD-L1 sans affecter par exemple
I’expression d’un autre membre de cette famille B7H3, largement exprimé par ces cellules
(ainsi que par les cellules MSCs issues de la moélle osseuse.

Une autre série d’expériences a realiser serait de déterminer ’impact relatif de ces
micro-ARNs sur I’expression de PD-L1 dans les cellules MSCs. Par exemple, des
constructions rapportrices luciférase permettant 1’expression de ’ARNm codant pour la
luciférase mais comportant les sites individualisés ciblés de la région 3°UTR de PD-L1 par
les micro-ARNs identifiés pourraient étre testées dans ce sens. Certains de ces micro-
ARNSs sont peut-étre plus efficaces que d’autres pour inhiber I’expression de PD-L1 dans
les MSCs.

La signification des résultats que nous avons obtenus est discutée dans la derniére

partie « Discussion » de ma thése.
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Matériel et Méthodes

Culture cellulaire :

Les MSCs issues de cellules souches pluripotentes induites humaines (huiPS-MSCs,
4 populations différentes) et celles isolées a partir de la moelle osseuse de donneurs sains
(BM-MSCs, 4 donneurs différents) sont maintenues jusqu’au passage maximal 8 a 37°C,
5% CO2 atmosphere humide, en milieu [JMEM, contenant 5% de sérum Hyclone,
pénicilline (100U/ml), streptomycine (100 pg/ml) et 0,1 mM Pmercaptoéthanol. Tous les
produits utilisés sauf indiqués sont fournis par ThermoFisher.

A partir de culots enrichis en lymphocytes humains obtenus auprés de
I’Etablissement Frangais du Sang (don de plaquettes de donneur sain), une séparation sur
gradient de Ficoll a permis de récupérer les cellules mononucléaires du sang périphérique
humain (PBMC-Peripheral Blood Mononuclear Cells). Les cellules obtenues ont congelées

et conservées en azote liquide jusqu’a leur utilisation.

Phénotypage :

Afin de vérifier le phénotypage des MSCs utilisées et de déterminer le niveau
d’expression de PD-L1 a leur surface, les MSCs sont marquées a 1’aide d’anticorps
spécifiques fluorescents. Brievement, les cellules sont traitées a la trypsine, rincées en
milieu de culture, centrifugées puis reprises en PBS 1X, SVF 0,5 %, EDTA 1mM (PSE).
Elles sont alors incubées pendant 30 min & 4°C avec un mix d’anticorps fluorescents :
CD90 FITC (clone eBio510, eBioscience), CD73 PE (BD Biosciences), CD105 PerCP
(clone 266, BD Biosciences) ; B7TH1/CD274/PD-L1 PeCy7 (clone MIH1,eBioscience),
B7H3/CD276 APC (clone 7-517, eBioscience). Apres lavages, les cellules sont analysées
au cytometre en flux (FACS Canto I, logiciel FACS Diva, Becton-Dickinson). Pour
I’expression de PD-L1, la moyenne d’intensité de fluorescence (Mean Fluorescence

Intensity, MFI) a été représentée en unité arbitraire.

Réaction lymphocytaire mixe et réversion de [ activité immunosuppressive :

Les cellules huiPS-MSCs ont été irradiées (60Gy) pour arréter leur prolifération. Les
PBMC sont stimulés de maniére allogénique en réaction lymphocytaire mixte de 2 lots de
PBMC provenant de 2 donneurs différents. Les PBMCs stimulateurs sont irradiés (40 Gy)

et marqués au Cell Tracer APC (eBioscience) 0,4uM avant mise en contact avec les PBMC
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répondeurs marqués au CFSE (Invitrogen) 0,4uM (incubation 10 min a 37°C). La co-
culture, pendant 5 jours, des différents types cellulaires se fait en milieu RPMI 10% sérum
décomplémenté, additionné de peni/strepto (1/100), glutamine 1mM et d’acides aminés
non essentiels. Les cellules sont alors récupérées et marquées avec les anticorps
CD4PeCy7 et CD8PerCP puis analysées en cytométrie en flux pour leur intensité de
marquage au CFSE : le pourcentage de cellules CFSE de faible intensité (la dilution du
marquage est fonction de la division cellulaire) correspond a la proportion de cellules T
ayant proliférer. Les cellules stimulatrices marquées au Cell Tracer APC permet de les
exclure lors de I’analyse.

Les expériences d’inhibition de I’activité immunosuppressive des facteurs PD-L1 (et
B7H3, en contrdle)est réalisée a 1’aide d’anticorps bloquants anti-CD274 (PD-L1, B7H1)
(1pg/mL) et anti-CD276 (B7H3) (2ug/mL) (eBioscience). Les concentrations optimales

utilisées pour ces anticorps ont été déterminées au préalable.

Extraction des ARNS, reverse-transcription, PCR-quantitative :

Les cellules sont récupérées en TRIzol (Invitrogen) et les ARNSs totaux sont extraits
selon le protocole correspondant (extraction en chloroforme et précipitation a
I’isopropanol, puis repris en H,O RNAse free) ; ils sont alors dosés et directement utilisés
ou conserves a -80 °C.

Pour la préparation des ADN complémentaires (ADNc), 1 pug d’ARN est rétro-
transcript & 1’aide de la Reverse-Transcriptase SuperScript 11 (200U/ pl, Invitrogen) (a
42°C pendant 50 min) puis les ADNc sont utilisés dans les expériences de RT-PCR
quantitative ou conservés a -20°C.

Pour les expériences de PCR quantitative (QPCR), les ADNCc sont dilués et rajoutés a
un mélange d’amorces droite/gauche (5uM de de chaque), d” H.O RNase/DNase Free et de
master mix commercial 2x (Sybr HI-ROX Mix, BIOLINE). L’amplification
(10ul/echantillon) est réalisée en triplicat dans un thermocycler StepOnePlus (Applied
BioSystems) selon le protocole d’amplification standard fourni par le thermocycleur. Le
niveau d’expression d’un gene cible pour chaque échantillon par rapport a I’expression de

36B4 (géne de ménage) est représentée par le calcul 2-(Ctgéne testé -~ Ct3684)
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Pour déterminer le niveau relatif d’expression des micro-ARNs, un kit
d’amplification est utilisé : miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR (Exigon,
Netherlands) selon le protocoel recommandé par le fournisseur. Une premiére étape
consiste en une transcription réverse (Universal cDNA synthesis, Exiqon, incubation a
42°C pendant 60 min) qui permet de reverse transcrire 1’ensemble des micro-ARNS
présents dans les ARNs totaux extraits (rétro-transcription réalisée par addition d’une
queue poly-A aux microARNs matures puis synthése des cDNA a 1’aide d’un primer poly-
T comportant une ancre dégénérée en 3’ et un tag universel en 5”). La deuxiéme étape est
une PCR quantitative a I’aide du Kit EXILENT SYBR Green master mix (Exiqon) et des
primers optimisés LNA™ pour amplifier spécifiquement les micro-ARNs hsa-miR-16-5p,
hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-513a et hsa-miR-570-3p. La normalisation de
I’amplification a été réalisée par rapport a I’expression de I’ARN petit nucléolaire (small
nucleolar RNA, snoRNA) SNORD48 (RNU48) (Tome et al., 2011).

La séquence cible (5°-3”) des primers LNA™ utilisés est la suivante :

hsa-miR-16-5p (cat#205702) : UAG CAG CAC GUA AAU AUU GGC G ; hsa-
miR-103a-3p (cat#204063) : AGC AGC AUU GUA CAG GGC UAU GA ; hsa-miR-335-
5p (cat#204151): UCA AGA GCA AUA ACG AAA AAU GU; hsa-miR-
513a (cat#205900) : UUC ACA GGG AGG UGU CAU ; hsa-miR-570-3p (cat#204694) :
CGA AAA CAG CAA UUA CCU UUG C; SNORD48 (cat#203903) séquence cible :
AGU GAU GAU GAC CCC AGG UAA CUC UGA GUG UGU CGC UGA UGC CAU
CAC CGC AGC GCU CUG AcCC.
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Figure 16. PD-L1 (CD274, B7H1) est exprimé de maniére constitutive sur les cellules huiPS-
MSCs et il est impliqué dans leur activité immunosuppressive. A) Phénotypage des cellules
MSCs issus de cellules iPS humaines (marqueurs de MSCs CD73, CD90 et CD105) et
expression de PD-L1. B) Réaction lymphocytaire mixte en présence de cellules huiPS-MSCs
et en d’anticorps bloquants spécifiques de PD-L1 (CD274) et/ou de B7H3 (CD276) ou d'un
anticorps contrble. Les graphes représentent les pourcentages de lymphocytes T CD4* et
CD8* proliférants dans les différentes conditions. (expérience représentative de 3
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Phénotype

CD274 CD276 CD73 CD105
hsa-miR-16-5p hsa-Let-7a-5p hsa-miR-1-3p hsa-Let-7b-5p
hsa-miR-103 hsa-miR-28-5p hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-513 hsa-miR-29a-5p hsa-miR-34a-5p

hsa-miR-92a-3p hsa-miR-124-3p CD90
hsa-miR-335-5p | hsa-miR-335-5p hsa-miR-155-5p  hsa-miR-1-3p
hsa-miR-570 hsa-miR-421

hsa-miR-1260b
hsa-miR-1301-3p

Molécules immunosuppressives

TGFb2 HLA-G IL-10
hsa-miR-21-5p hsa-miR-148a-3p hsa-miR-106a-5p
hsa-miR-141-3p hsa-miR-148b-3p
hsa-miR-335-5p hsa-miR-152-3p
hsa-miR-375

Figure 18 : Sélection de quelques microARNs identifiés comme suceptibles de cibler la
region 3'UTR de quelques protéines exprimées par les MSCs (phénotypage, protéines
immunosuppressives)
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Figure 19 Expression relative des microARNs hsa-16-5p, hsa-103a-3p et hsa-335-5p dans
les cellules  huiPS-MSCs et BM-MSCs. Une analyse par rt-g-PCR quantitative des
microARNs indiqués a été réalisée avec les ARN totaux collectées a partir de 4 populations
de huiPS-MSCs et 4 populations de BM-MSCs. Les valeurs de Ct ont été normalisées a
celle de I'expression d'un petit ARN nucléolaire SNORD48. Les differences ont été
calculées avec la méthode du 2725Ct, Les graphiques repésentent la moyenne t écartype
de 3 determinations indépendantes.
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Figure 20 Expression relative des microARNs hsa-570-3p dans les cellules huiPS-MSCs et
BM-MSCs. Une analyse par rt-g-PCR quantitative de ce microARNs a été réalisée avec les
ARN totaux collectées a partir de 4 populations de huiPS-MSCs et de 4 populations de
BM-MSCs. Les valeurs de Ct ont été normalisées a celle de I'expression d’un petit ARN
nucléolaire SNORDA48. Les differences ont été calculées avec la méthode du 2725Ct Les
graphiques repésentent la moyenne % écartype de 3 determinations indépendantes.



IVV) DISCUSSION ET PERSPECTIVES

1) Nos cellules hulPS-MSCs conservent les propriétés des cellules BM-MSCs

L’utilisation clinique des cellules stromales mésenchymateuses, a travers de
nombreux protocoles thérapeutiques, a prouvé sa tolérance et son efficacité dans le
traitement de diverses maladies dégénératives et dans le traitement des «lésions »
tissulaires. Depuis les travaux pionniers de Takahashi et al. sur la dérivation de cellules
souches pluripotentes induites (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007), de belles et
récentes avancées ont permis d’imaginer de futures applications cliniques non dénuées
d’intérét comme dans la médecine régénérative. Dans mon étude, les MSCs ont été
utilisées pour générer efficacement des MSCs deérivées de cellules iPS humaines (huiPS-
MSCs) avec un protocole simple de différenciation spontanée. Dans la littérature, d'autres
études ont évalué les propriétés des MSC dérivées de cellules pluripotentes (Jung et al.,
2012). J’ai donc pu confirmer que les cellules que j’ai obtenues présentent les propriétés
morphologiques, phénotypiques, de différenciation ainsi que les caractéristiques
immunomodulatrices attribuées aux MSCs dérivees des tissus adultes ou aux MSCs
dérivés du sang de cordon ombilical. Nos cellules huiPS-MSCs répondent aux
caractéristiques attribuées a des MSCs dérivées de la moelle osseuse maintenues in vitro.
Comme attendu, elles expriment les marqueurs caractéristiques a savoir CD73, CD90 et
CD105 (Dominici et al., 2006) et n’expriment donc pas les marqueurs des cellules
hématopoiétiques et endotheéliales. De plus, la population d’hulPS-MSCs que nous avons
générée est capable de donner naissance, en conditions de culture appropriées, aux
ostéoblastes, aux chondrocytes et aux adipocytes. Ceci révéle donc une propriété de
multipotence conserveée. Par ailleurs, nous avons pu observer une production par les huiPS-
MSCs d’IL-6 et d’IL-8 qui sont des cytokines connues pour avoir un potentiel de
réparation tissulaire (Chen et al., 2008; Pricola et al., 2009) suggérant que nos cellules

puissent étre utiles en situations cliniques nécessitant de la réparation tissulaire.

2) Un protocole simple permet de géenérer ces cellules hulPS-MSCs

Il est important de préciser que parmi les différentes approches utilisées pour
differencier les cellules pluripotentes en MSCs, la formation de corps embryonnaires, voire
I'utilisation du tri cellulaire en cytométrie en flux peut constituer un frein a la production a

grande échelle de telles cellules pour des applications industrielles ou clinigques.
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Le protocole que nous avons mis en place permet de génerer des huiPS-MSCs en 2
semaines environ a partir de la confluence des cellules iPS en culture. Ce protocole est
simple, rapide, économique, efficace et reproductible. En effet, différentes lignées de
cellules iPS humaines, préparées a partir de donneurs différents et de différents tissus
(fibroblastes cutanés notre publication (Roux et al., 2017) Roux et al 2018 ; ou myoblastes
(Pini et al., 2018)ont été utilisees et se sont comportées de maniere identique, ce qui
confirme que ce protocole est applicable a plusieurs cellules iPS humaines. Néanmoins, les
mécanismes cellulaires et moléculaires impliques dans la différenciation in vitro des MSCs
a partir de cellules souches pluripotentes de notre expérience et dans de nombreuses études
publiées restent a étre élucidé. Des études récentes montrent que les MSCs pourraient étre
dérivées de cellules hES via un phénotype intermédiaire trophoblaste-like, ou voir leur
proportion augmentée par inhibition de la voie de signalisation IKK / NF-KB (Deng et al.,
2016). Nous n’avons pas eu l’occasion de vérifier si de tels mécanismes étaient
responsables de la différenciation spontanée que nous utilisons dans notre protocole, et ces
questions restent ouvertes.

De telles études si intéressantes fournissent de nouvelles données non seulement pour
génerer efficacement des MSCs in vitro mais aussi pour une meilleure compréhension de

I'origine in vivo des populations de MSCs.

3) Analyse in vitro de [’activité immunosuppressive des cellules hulPS-MSCs
génerées
J’ai egalement analysé in vitro certains des mécanismes d’immunosuppression

présentés par les cellules huiPS-MSC que j’ai générées. De nombreuses études in vitro et
in vivo ont démontré les propriétés immunomodulatrices des MSCs tissulaires par leur
action sur différents types de cellules immunitaires, activées par différentes voies
physiopathologiques (Bernardo and Fibbe, 2013). Dans mon étude, je me suis concentrée
sur les cellules T humaines. La stimulation avec des PBMCs par réaction MLR en co-
culture avec les huiPS-MSCs a entrainé une diminution spectaculaire de la prolifération

des lymphocytes T CD4" CD8*. Je montre également une diminution concomitante de la

production d'IL-2 et d'IFNy, ces deux cytokines associées a « un profil inflammatoire » et &

I’activation des cellules T vers un phénotype Thl. L’analyse transcriptomique réalisée a
permis de mieux comprendre les mécanismes potentiels impliqués dans

I’immunosuppression.
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Bien que nous ayons observé une expression contradictoire accrue d’ IL-1a, IL-1p et

IL-6, qui sont considérées comme des cytokines «pro-inflammatoires», mes données
montrent que cette expression est complémentaire et réellement nécessaire pour renforcer
I'activité immunosuppressive des MSCs. J’ai également remarqué une expression diminuée
de molécules co-stimulatrices impliquées dans l'activation des cellules T et dans leur
polarisation en cellules effectrices telles que OX40 et son ligand OX40L (Croft et al.,
2009) et CD47 (Han et al., 2012). A contrario, I’expression de LAG3(Workman et al.,
2004) et CTLA4 (Wing et al., 2008), tous deux décrits pour leurs puissantes fonctions

immunosuppressives sur les cellules T, se retrouve plus élevée en présence des huiPS-

MSCs. De méme, l'expression d’IL-10, TGF-B et LIF, qui sont, elles aussi, je le rappelle,

des cytokines au caractere immunosuppresseur bien connu, renforce I'action
immunosuppressive des huiPS-MSC sur les cellules T. A noter, que le niveau
d’expression des ARNm codant pour PD-L1 (B7H1, CD274), bien connu en tant que
protéine immunosuppressive est reduit lors de I'exposition aux PBMCs en co-culture avec
les huiPS-MSCs (contrairement a I’exposition aux PBMCs seuls), I’implication de cette
voie physiopathologique étant clairement engagée. Par conséquent, mes données indiquent
que I’ensemble des mécanismes physiopathologiques contribuant a inhiber le systeme
immunitaire cellulaire T est complexe et multiple.

Enfin, parmi les voies moléculaires pouvant impacter les lymphocytes T effecteurs,
les huiPS-MSCs que j’ai générées ont pu induire in vitro la différenciation de cellules Treg

CD4* fonctionnelles exprimant FoxP3 ainsi que de fort niveau de CD25. Elles n'expriment

pas le CD127, au contraire des cellules T inflammatoires produisant I’'IFNy et le TNFa.

Les Treg dépendent de la voie signalisation TGF- afin d’assurer le maintien de leur

fonction immunosuppressive (Marie et al., 2005). Un tel mécanisme peut étre impliqué

dans notre étude car les huiPS-MSCs produisent un niveau élevé de TGF-3.

Il restait a déterminer si une telle population de cellules Treg est en effet induite in
vitro ou simplement subit une expansion a partir de Treg « naturellement » présents dans
les PBMC utilisés. L'expression des marqueurs Neuropilinl ou Helios (Bruder et al., 2004;
Lin et al., 2013) a pu étre utilisée pour faire la distinction entre Treg « naturel » et Treg

« induit ». L utilisation de ces marqueurs reste controversee.
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Néanmoins, la population générée n’exprime pas Neuropilinl, ce qui correspond a
une expression phénotypique induite. En ce qui concerne l'expression d'Helios, ce
marqueur etait fortement exprimé sur les cellules Treg testées. Cependant il faut bien noter
que, bien qu’Helios ait été décrit comme étant fortement exprimé sur les cellules Treg
induites, il constitue également un marqueur d'activation et de prolifération des cellules T.

Néanmoins, la présence de cytokines telles que I'lL-2 (dont le niveau est inhibé mais

non nul), TGF-B et IL-6 dans la réaction MLR que nous avons effectuée avec nos huiPS-

MSCs suggérent que les cellules Treg obtenues pourraient étre induits in vitro. Donnée trés
intéressante et a ne pas négliger, en raison de ces différentes caractéristiques, on pourrait
envisager 1’utilisation clinique des cellules huiPS-MSCs dans des stratégies visant a
induire une tolérance immunitaire vis-a-vis d’autres types de cellules dérivées des mémes
cellules iPS humaines en situation de transplantation allogénique. En effet, il parait clair
que l'utilisation clinique de cellules autologues dérivées d'iPS risque d’étre compromise
dans certaines situations cliniques comme celles nécessitant des corrections géniques
multiples, ou encore lors d’intervention d’urgence, ou encore pour des problémes de codts.
Les banques de cellules iPS allogéniques, contenant un répertoire de cellules
génétiquement stables et bien caractérisées, y compris par rapport a leur phénotypage
MHC, pourraient constituer une alternative clinique pour ce type de situations cliniques.
Mais dans ce cas, restera a résoudre le « challenge » du rejet immunitaire de ces cellules
allogeniques transplantées. Comme décrit recemment par Liu et al., certaines des stratégies
pouvant étre engagées impliquent des voies de tolérance connues via I'expression forcée de
CTLA4 et de PD-L1 par des cellules dérivées d'iPS. Parce que nos cellules huiPS-MSCs
sont capables de générer des cellules Treg et utilisent probablement de maniere innée
CTLA4 / CD28 ainsi que les voies de signalisation PD-L1 / PD1 sur les cellules T pour
bloquer leur réactivité (comme le font les MSC tissulaires) - elles pourraient étre inclus
dans I'arsenal d'outils utilisés pour promouvoir la tolérance immunitaire et étre utilisées

ainsi a des fins thérapeutiques.

4) Analyse in vivo de [’activité immunosupressive de nos cellules hulPS-MSCs

Apres avoir fait une revue de la littérature, a ma connaissance, mon étude est la
premiére a évaluer les propriétés immunorégulatrices des cellules huiPS-MSCs sur les

réponses des cellules T humaines in vivo via la génération potentielle de cellules Treg.
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Le modele de souris NSG humanisée permet d'evaluer I'état d'activation des cellules
T humaines isolées dans différents organes (liquide péritonéal, sang et rate) apres
traitement ou non avec les cellules huiPS-MSCs. En effet, 1’injection de PBMCs humains
chez mes souris immunodéprimées a conduit a 1’expansion, a la recirculation et a
I’accumulation (au sein de la rate) de cellules T CD3* activées humaines, les autres cellules
CD45" (telles que les lymphocytes B, les cellules NK ou les monocytes) étant a peine
détectées dans les différents tissus. Contrairement & de nombreux modeéles (King et al.,
2009; Tobin et al., 2013) les souris NSG que nous avons utilisées n’ont pas été irradiées
avant les injections de cellules humaines. Nous voulions éviter les phénomeénes de
« réparation » que les cellules hulPS-MSCs pourraient réaliser sur les tissus irradiés et qui
pourraient dés lors masquer plus ou moins leur action thérapeutique immunosuppressive
sur les lymphocytes T. Enfin, les huiPS-MSC ont été injectés par voie intra-péritonéale (ip)
plutdt qu’intra-veineuse (iv) pour prévenir une éventuelle embolisation pulmonaire (décrite
pour les MSCs) susceptible d'entrainer une sécrétion massive dans le sang de facteurs
immunomodulateurs tels que TSG6 (Lee et al., 2009). Ce mode d’injection ip n’a pas
confiné les cellules huiPS-MSCs dans la cavité péritonéale puisque nous avons pu les
détecter pendant 7 jours dans le sang ainsi que dans la rate des souris traitées. Ces resultats
indiquent que les cellules huiPS-MSCs ont pu migrer vers différents tissus, également
colonisés par des lymphocytes T activés humains, ou elles pouvaient exercer leurs
fonctions immunosuppressives.

En utilisant ce modele murin, j’ai pu confirmer in vivo ’action inhibitrice des
cellules huiPS-MSCs sur la prolifération des cellules T humaines puisque nous avons
observé une diminution de I'expansion de la population de cellules T CD3" chez les souris
injectées avec les cellules huiPS-MSCs. Méme si cet impact semble étre plus prononceé sur
les populations de lymphocytes T CD8* que de CD4", les deux populations de cellules T
sont concerneées.

Fait intéressant, dans le cas de la greffe de cellules souches hématopoiétiques
allogéniques, les patients traités avec des MSCs humaines ont présenté un taux plus éleve
d’TL-2 dans leur sérum et un profil plus élevé de cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5) aux
dépens d’un profil cytokinique de type Thl (IFNy, TNFa). Mes résultats indiquent que le
traitement avec les cellules huiPS-MSCs induit le passage d'une «signature
inflammatoire » Th1l a une « signature régulatrice » avec une production accrue d'IL-10 et

la génération de lymphocytes FoxP3* Treg.
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Néanmoins, toutes les études cliniques utilisant 1’injection iv de MSCs chez
I'nomme n'ont pas rapportées de tels changements dans les réponses sur les cellules T,
probablement en raison de parametres cliniques différents. Nos résultats soulignent que
I’induction de Treg peut constituer un mécanisme important par lequel les cellules huiPS-
MSCs et probablement les MSCs adultes exercent leur fonction in vivo. De fagon trés

intéressante, Grégoire-Gauthier et al. ont rapporté que des MSCs dérivees de sang de

cordon ont pu retarder les signes cliniques de GVHD aigué chez les souris NSG irradiées
par le biais d'un processus de guérison et d'immunomodulation non lié aux cellules Treg
(Gregoire-Gauthier et al., 2012). Cela confirme que la fonction des MSCs peut également
différer en fonction des « settings » expérimentaux et cela pourrait expliquer certains des
résultats contradictoires obtenus avec les études cliniques.

La co-transplantation de MSCs au cours dallogreffe de cellules souches
hématopoiétiques a été explorée pour améliorer la prise de greffe et réduire le risque de
maladie du greffon contre I'néte (GVHD). Cependant, bien que plusieurs études
précliniques et cliniques avec les MSCs aient été réalisées, I'efficacité des MSCs dans un
contexte de transplantation est jusqu'a présent incertaine (Kallekleiv et al., 2016). Pour de
telles études cliniques, la source de MSC et leurs caractéristiques doivent étre clairement
définies pour induire une réponse reproductible sur I'immunosuppression des cellules T.
Une telle « standardisation » pourrait étre potentialisée avec les MSC générés in vitro, et
notre protocole de génération, simple et reproductible, pourrait donc étre tres utile. Au
meilleur de ma connaissance, mes résultats représentent la premiére démonstration que nos
cellules huiPS-MSCs sont bien immunomodulatrices et agissent sur les lymphocytes T
humains in vivo par le biais d'un «switch cytokinique » d'une voie de différenciation
inflammatoire Th1 vers une voie plus régulatrice impliquant des lymphocytes Treg.

En conclusion, ces résultats rapportés dans la premiére partie, constituent un
véritable point de départ pour I’¢laboration de nouvelles stratégies, impliquant les cellules
souches pluripotentes et leurs cellules derivees, pour une I’induction d'une réelle tolérance

immunitaire spécifique.
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5) Analyse de [’expression de PD-L1 sur les cellules huiPS-MSCs comparées a des
cellules BM-MSCs.

Les résultats que nous avons obtenus sur la régulation par des microARNs de
I’expression de PD-L1 découlent d’une observation initiale. Les cellules huiPS-MSCs que
nous avons génerées in vitro présentent un niveau d’expression de PD-L1 assez fort dans
des conditions normales de culture.

Nous avons pu démontrer dans un premier temps que cette expression était
fonctionnelle, puisque 1’utilisation d’anticorps bloquants anti-PD-L1sont capables de
limiter P’activité immunosuppressive des cellules huiPS-MSCs sur la prolifération de
lymphocytes T CD4" activés. A noter que malgré une expression tres forte, un autre
membre de la famille B7, B7H3, ne semble pas étre impliqué dans I’immunosuppression
mesurée puisque des anticorps bloguants n’ont pas d’effet.

Ainsi, dans nos conditions, PD-L1 est capable d’agir sur les lymphocytes T pour en
réduire 1’activation et la prolifération. Comme nous I’avons indiqué dans I’introduction, les
cellules MSCs tissulaires sont capables d’utilisées PD-L1 comme agent
immunosuppresseur (Augello et al., 2005; Luz-Crawford et al., 2012), mais seulement
apres que son expression soit induite par des cytokines inflammatoires, notamment I’IFN-y
(Sheng et al., 2008).

Il nous fallait donc vérifier si nos conditions de culture n’engendraient pas une
expression constitutive de PD-L1. En comparant les MSCs issus de moélle osseuse de
patients sains et les huiPS-MSCs, nous montrons que PD-L1 est bien exprimé de facon
constitutive sur les huiPS-MSCs et pas sur les BM-MSCs.

Ce résultat nous a alors permis d’utiliser ces 2 types cellulaires pour déterminer si un
des niveaux de régulation de I’expression de PD-L1 dans les cellules BM-MSCs ne passait
pas par I’utilisation de microARNS.

6) Réqulation potentielle de /’expression de PD-L1 par des microARNs dans les
cellules MSCs.

Les résultats présentés ne sont encore que préliminaires, mais ils montrent clairement
que les BM-MSCs expriment quelques microARNSs (hsa-16-5p, hsa-103-3p et hsa-335-5p)
susceptibles de bloquer I’expression de PD-L1 en conditions normales. A I’inverse, les
huiPS-MSCs expriment des niveaux plus faibles de ces miRNAs, confortant 1’idée qu’ils

soient bien impliqués dans cette régulation.
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Plusieurs études ont mis en évidence une régulation de PD-L1 par des miRNAs mais
essentiellement dans modeles de cellules tumorales (pour revue (Wang et al., 2017). Parmi
eux, on retrouve le miRNA-16a (Kao et al., 2017), le miRNA-513a-5p (Gong et al., 2009;
Gong et al., 2010; Wu et al., 2012), miRNA-570 (Wang et al., 2013; Wang et al., 2012).

Nous n’avons pas réussi a détecter miRNA-513, sans doute a cause de probléme
technique d’amplification. Par contre, I’expression de miRNA-570 dans les cellules BM-
MSCs n’est pas inversement corrélée a celle de PD-L1, et inversement dans les huiPS-
MSCs. Ce résultat en désaccord avec 1’étude de Wang et al suggére que 1’expression de ce
mMiRNA n’est peut-étre pas impliqué dans la régulation de I’expression de PD-L1 dans les
cellules MSCs a I’inverse des cellules tumorales. Il sera intéressant de vérifier I’expression

de ce miRNA sous conditions de « licensing » des MSCs par I’IFN-y et/ou le TNFo..

La régulation de I’expression de ces micro-ARNS est aussi un point que notre modele
pourrait nous permettre d’aborder. En effet, I’expression de PD-L1 dans les BM-MSCs est
induite par I’IFN-y, suggérant que les micro-ARNSs ciblant I’expression de PD-L1 que nous
avons identifiés sont soumis a une régulation négative ou que leur action est moins
efficace. Par ailleurs, ’expression constitutive de PD-L1 sur les huiPS-MSCs n’est que
faiblement augmentée aprés traitement avec les cytokines pro-inflammatoires. Ces cellules
pourraient ainsi permettre d’identifier les mécanismes susceptibles d’activer 1’expression
de ces micro-ARNS.

De maniére intéressante, la toute récente étude de Yee et al. a identifié le miRNA-
155 comme régulant ’expression de PD-L1 dans des cellules primaires endothéliales et des
fibroblastes dermiques traitées par les cytokines IFN-y et TNF-a (Yee et al., 2017),
traitement qui induit I’expression de PD-L1 sur ces cellules. Ces auteurs montrent que
I’expression du miRNA-155 est également induite par le traitement (essentiellement par le
TNF-a, ’IFN-y augmentant cette expression) et qu’il contréle le niveau maximum
d’expression de PD-L1. lls montrent ainsi une boucle de rétro-contrdle de PD-L1 par le
miRNA-155. Ces data suggérent que le processus de « licensing » les MSCs par les
cytokines inflammatoires est capable de préparer ces mémes cellules a minimiser leur
activité immunosuppressive dans le temps.

Aussi, connaitre la sensibilité des micro-ARNs que nous avons identifiés aux
cytokines pro-inflammatoires ou a d’autres signaux extrinseques aux cellules permettrait
de mieux connaitre la régulation de I’expression de PD-L1 par les MSCs mais aussi par

extension aux cellules tumorales par exemple.
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Enfin, puisque les micro-ARNSs sont capables de cibler 1’expression de plusieurs
protéines, il est possible que les micro-ARNs identifiés puissent également cibler d’autres
mécanismes immuno-suppresseurs que les cellules MSCs sont susceptibles d’utiliser aprés
leur activation par le processus de « licensing ». La comparaison entre les BM-MSCs et les
huiPS-MSCs, traitées ou non par de I’IFN-y et/ou du TNF-o (ou autre cytokine), et traitées
ou non par des antagonistes ou des mimétiques de ces micro-ARNSs, permettraient

d’évaluer I’'impact de ces micro-ARNS sur les autres activités immunosuppressives.

A noter que notre étude se focalise sur la région 3> UTR de I’ARN codant pour PD-
L1. Mais de maniére intéressante, 1’étude de Kataoka et al 2016 a montré que certaines

cellules tumorales présentaient des mutations conduisant a une délétion de la région 3’°UTR

de ’ARNm codant pour PD-L1 (Kataoka et al., 2016). Cette delétion conduit alors a une
surexpression de PD-L1 suggeérant un réle régulateur tres fort de cette région 3’UTR, nous
confortons dans 1I’étude de cette région comme cible privilégiée des miRNA ciblant PD-
L1.

Néanmoins, d’autres régions non codantes de cet ARN peuvent aussi étre ciblés par
des micro-ARNs qu’il serait utile d’identifier. D’autres mécanismes de régulation de
I’expression de PD-L1 existent (voie de signalisation IFN — STAT — JAK) et peuvent aussi
étre cibleé par d’autres miRNAs.

Aussi notre étude pourra apporter une contribution supplémentaire a 1’étude des
mécanismes régulant I’expression de PD-L1, avec un impact qui pourra dépasser le

domaine des cellules stromales mésenchymateuses.
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V) CONCLUSION GENERALE

Les cellules stromales mésenchymateuses ont un réel intérét potentiel pour une utilisation
clinique grace a leur propriétés de multipotence et leur activité immunosuppressive in vivo
et in vitro . Nous nous sommes concentrés tout au long de ma these sur les des iPS-MSCs

humaines.

En conclusion, voici ce que je peux répondre :

- Mon premier objectif était de déterminer si les cellules huiPS-MSCs que nous avions
généré présentaient les caractéristiques attendues pour des MSCs

a) Les huiPS-MSCs générées ont les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelle
de multipotence attendues pour ce type de cellules.

b) Nos huiPS-MScs présentent une fonction immunosuppressive in vitro sur les
lymphocytes T humains

c) Conservent-elle cette fonction immunosuppressive in vivo (dans un modele de

souris NSG humanisées) sur des lymphocytes T humains ? La réponse est oui.

- Mon deuxieme objectif était de comparer nos cellules huiPS-MSCs a des cellules BM-
MSCs issues de donneurs sains, j’ai mis en évidence une expression différentielle de la
molécule immunosuppressive PD-L1. J’ai pu dans un deuxieme caractériser
moléculairement la régulation de cette expression de PD-L1, en s’intéressant plus
particulierement a 1’expression de microARNs. J’ai pu identifier plusiseurs cibles de

microARNSs potentielles
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Reversible lymph node follicular hyperplasia associated with dasatinib treatment of chronic

myeloid leukemia in chronic phase

Dasatinib is a tyrosine kinase inhibitor licensed in the treatment of
chronic myeloid leukemia (CML) known to exert immunomodulatory
effects in vitro and in vivo.! We report on 9 chronic phase CML patients
who developed follicular lymphoid hyperplasia (FLH) apparently
caused by dasatinib, an unreported adverse event related to this drug.

Patients received dasatinib at 100 mg (n = 7), at 80 mg (n = 1),
or at 50 mg (n = 1) daily for chronic phase CML, either frontline as
part of the Optimized Tyrosine kinase Inhibitors Monotherapy
(OPTIM) dasatinib trial (EudraCT number 2008-006854-17)*
(n = 2) or after intolerance (n = 2), or suboptimal response/resistance
(n = 5) to imatinib. From our first line patients included in the
prospective academic OPTIM dasatinib trial, the estimated order of
frequency of FLH might be 0.7% (2 of 291). Sex ratio of female to
male was 3:6. Sokal scores were low (n = 2), intermediate (n = 1),
and high (n = 6). Median age at FLH diagnosis was 52 years (range,
24-69 years).

All patients presented with progressive cervical lymph node
enlargement after median treatment duration of 20 months (range,
9 to 35 months). One patient presented additionally inguinal lymph

A 4

node enlargement. At the time of discovery, 8 patients were in
complete cytogenetic response associated with a major molecular
response (n = 3) or with a complete molecular response (n = 3).

Clinical examination revealed no local or systemic infectious
disease. Toxoplasmosis, viral and autoimmune disorders assessments
failed to show any active disease. Tomodensitometry confirmed ab-
sence of additional localization. In 1 patient, nodes enlargement was
associated with peripheral lymphocytosis related to an increase
of natural killer cells and CD8* T-cells, but not to B-cells, as
previously described.! All patients underwent a lymph node biopsy
that revealed an FLH (Figure 1A), and an extramedullary blastic
transformation of CML was ruled out. Lymph node immunostaining
showed a follicular reactive phenotype CD10™ Bcl2™ (see Figure 1B).
Cytogenetic analysis of lymph node revealed in 1 patient as clonal
abnormality (Figure 1C) without IGH/BCL2 rearrangement detected
by standard fluorescence in situ hybridization (data not shown) and
clonality assessment showed a DJ-JH rearrangement (Figure 1D).
However, the frequency of rearrangement could be underestimated
because clonality was searched only in some patients, but not all,
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Figure 1. Example of follicular hyperplasia features in a patient. (A) At low power examination, the lymph node architecture is preserved with florid follicular hyperplasia.
Large follicles show irregular borders, a prominent germinal center, and sometimes enlarged mantle zone (original magnification xX2.5). (B) Reactive germinal centers show
a bcl2 7 /belé"/CD10™ immunostaining pattern (original magnification x2.5). (C) The karyotype of lymphadenopathy after G-banding was as follows: 46,XY,add(1)(q41),der
(14)t(1;14)(q24;932)[8]/46XY[12]. Derivative chromosomes are marked by arrows. (D) Polymerase chain reaction heteroduplex analysis of incomplete Ig heavy chain (IGH)

DH-JH rearrangement: detection of a slight homoduplex band (280 bp).
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according to availability of material and techniques in each hospital.
Philadelphia chromosome was undetectable, ruling out a localized
lymphoid blast crisis of CML.

Dasatinib was discontinued in all patients, leading to a complete
disappearance of node enlargement within a median time of 1 month
(range, 15 days to 2 months). The majority of patients were chal-
lenged with nilotinib (n = 6), with 2 patients who remained free of
tyrosine kinase inhibitor because of a long-lasting complete molecular
response and 1 patient who underwent an allogeneic stem cell
transplantation.

FLH is characterized with follicular centers hyperplasia related
to B lymphocytesstimulation. Dasatinib is an inhibitor of the
SRC family kinase.> Lyn, an Src family protein, is expressed in
B lymphocytes and is a regulator of B-cell antigen receptor via
Atk/PKB signaling, contributing to B-cell activation.*> Thus, the
impact of dasatinib on SRC kinases and on Akt/PKB pathway could
contribute to the FLH initiation. Moreover, chronic active B-cell
antigen receptor signaling was identified as a new mechanism in
lymphoma® and Akt/PKB overexpression was associated with pro-
gression of tumor in humans.® Considering cytogenetic clonal ab-
normalities observed in 1 patient, malignant transformation into
lymphoma cannot be eliminated. We recommend a systematic search
for lymph node enlargement by physical examination in patients
treated with dasatinib. A diagnosis of FLH should trigger dasatinib
discontinuation.
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M EHA 2015

Immunité et hématologie : affaire a suivre !

Les lymphocytes T (LT) matures du donneur sont respon-
sables de I'effet GVL dans I'allogreffe de moelle osseuse.
Cependant, ces LT sont également responsables de I'induc-
tion de GVHD. Entre dilemme et stratégie... il va falloir
réfléchir !

Un peu de souris
pour la recherche ! (abstract S494 )

Il 'est vrai que quand I'on pense au congres de I' EHA, on
a bien souvent la vision d’un congres bercé par la clinique.
Mais on assiste de plus en plus a des présentations scien-
tifiques basées sur la recherche bien plus fondamentale. ..
Une équipe Francaise, (M. Rouleau, C. Roux et al.) a fait
I'objet d’une session dédiée a I'allogreffe expérimentale.
'objectif de cette étude était de générer des cellules
stromales mésenchymateuses (MSC) & partir de cellules
souches pluripotentes (IPS pour Induced Pluripotent Stem
cells). Ces IPS-MSC ont été utilisées dans un modéle
murin de xéno-GVHD a partir de souris NOD/SCID/
IL2rgKO. Il fallait ensuite pouvoir démontrer leurs capa-
cités immunosuppressives. Bingo ! Les 2 objectifs sont
atteints. Tout d’abord dans le modeéle in vitro, des cellules
ayant les caractéristiques phénotypiques de cellules
mésenchymateuses, et une forte activité immunosuppres-
sive in vitroont ainsi été générées. Ensuite, dans le modele
murin in vivo, on assiste a une réduction significative de la
sévérité et de la prolifération lymphocytaire T responsable
de GVHD. Ceci en lien avec un switch d'une réponse de
type Th1 vers une voie plus régulatrice avec sécrétion
cytokinique d’IL10 et expression de FoxP3 (marqueur clef
des lymphocytes T regulateurs). Alors certes, ces résultats
sont préliminaires, mais ils ouvrent plusieurs perspectives
thérapeutiques en matiére de prévention et de traitement
de la GVH.

MDSCs, a vous de jouer ! (abstract S495)

Les cellules myéloides suppressives (MDSCs pour «
Myeloid Derived Suppressor Cells) sont une population de
cellules myéloides immatures qui limitent I'activation et
la prolifération des lymphocytes T. L'équipe allemande
de Strauss et al. s'est intéressée a la génération in vitro

de ces MDSCs et a testé leur action in vivo. Les MDSCs
ont été générées in vitro par culture de cellules de moelle
osseuse en présence de GM-CSF et G-CSF. Au bout de 4
jours, plus de 90% des cellules présentaient le phénotype
des MDCS (CD11b + Gr-1 +). Premiérement il a été testé
I'effet des MDSCs sur la GVHD. Pour cela, ces MDSCs ont
été injectées simultanément avec des splénocytes et des
cellules de moelle osseuse en réaction allogénique dans
des modeles murins. In vivo, I'injection de ces MDSC dans
ce modele réduit efficacement la GVHD. Avec les MDSCs
on note une polarisation des lymphocytes T vers la voie
régulatrice Th2 (en activant probablement la voie mole-
culaire STAT6). Deuxiemement, et avec belle surprise,
I'injection de MDSCs a permis le maintien de la cytotoxi-
cité antitumorale des LT spécifiques ! Par conséquent, les
MDSCs ont des qualités qui pourraient étre doublement
intéressantes : limiter la GVHD tout en maintenant la cyto-
toxicité antitumorale : chapeau bas !

En conclusion, ces études représentent un point fort dans
I'histoire de I'allogreffe. A poursuivre !

Clémence ROUX

Interne DES d’hématologie,
Service d’'Hématologie
Clinique, Hopital de I'Archet,
CHU Nice.
clemence.roux@ap-hm.fr

Figure 1:
Les MDSCs : c’est complexe !
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Ces résultats, bien que préliminaires, contribuent a proposer des traitements complémentaires de la réaction du greffon
contre I'n6te par le biais de la thérapie cellulaire. Alors que les cellules stromales mésenchymateuses (MSCs), généralement
obtenues a partir de moelle osseuse, sont déja en cours de test dans plusieurs centres cliniques, une source alternative de
ces cellules permettrait de pallier certains écueils comme leur disponibilité, la possibilité de tester leur qualité immunosup-
pressive avant infusion, ou la préparation de lots homogeénes issus de donneurs ou provenant méme du patient. L'utilisation
des cellules pluripotentes induites (iPS) pour générer in vitro de telles cellules est une avancée dans ce sens. Par ailleurs, les
MDSCs (myeloid-derived suppressor cells) constituent une population de cellules capables d'inhiber efficacement les réactions
immunitaires T et NK, ce qui rend cette population cellulaire particulierement intéressante pour le traitement des réactions
immunes post greffe. Les mécanismes moléculaires immunosuppressifs utilisés par ces cellules sont multiples. Il reste
néanmoins a comprendre comment leur diversité et leur complémentarité fonctionnent pour inhiber d'une part la GVHD tout
en épargnant |'activité GVL. Ces deux études indiquent comment la « thérapie cellulaire » largement utilisée dans le cadre
de la greffe de moelle osseuse pourrait &tre complétée de maniére efficace pour prévenir les réactions délétéres post greffe.
MSC et MDSC = cellules complémentaires pour lutter efficacement contre la GVHD ? huiPS-MSC = generation a volonté de
cellules MSC immunosuppressives. A quand des hu-MDSC générés a volonté ?

Y

Matthieu ROULEAU
PhD, Faculté de Médecine, Nice.

Expertise :

Immunologie, allogreffede, moelle
0sseuse, niche et inflammation.

M Références

Undic te pro maionsequam quia consequo voluptat provitaquate am sum im qui officiissedi quia duciendamus, qui asperis nulpa simus autatur, volor res nati dolupta
ssuntem andignihil illa dolor ad ea num ipicae. Nam verunda volo mil ipit qui te aborunt quamus consecto blaborro beri ut laut quis mincilitat.
Daepra quodisit audist, te pa conse milit ullorpore, sum eument quas as ea vit, con reperspe doluptureces moluptatur?

Horizons Hémato // Juillet / AoGt / Septembre 2015 // Volume 05 // Numéro 03



es M ELEMENT POUR WEB .

—_——__
e esonous orowin Fctors®  Macrophage M 00
Figure 2 :

MDSCs : de multiples
mécanismes d'action !
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